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Zebra Baliklarinda Olusturulan Tip 2 Diyabet Modelinde Stevia rebaudiana’nin

Olasi Etkilerinin Incelenmesi

Ogrencinin Adi: Esra Dandin
Danisman: Prof.Dr. Ebru Isik Alturfan
Anabilim Dal: Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali

1. OZET

Amag: Calismamizdaki amag, zebra baliginda fazla beslenme ile olusturulan tip 2
diyabet modelinde Stevia rebaudiana’ninolasi etkisinin incelenmesidir.

Gereg ve Yontem: Yetiskin zebra baliklar1 15 giin boyunca fazla beslenmeye ve
Stevia rebaudiana’nin diisiik ve yiiksek olmak tizere iki dozuna maruz birakilmistir.
Buna gore Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia (D+DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz Stevia (D+YDS) seklinde gruplar olusturulmustur.15
ginsonunda zebra baliklarinda oral glukoz tolerans testi uygulanmis ve karaciger-
pankreas dokular1 ¢ikarilarak homojenize edilmistir.Deney basinda ve sonunda
hayvanlarin aclik kan glukoz diizeyleri, deney sonunda oral glukoz tolerans testi
yapilmistir.  Biyokimyasal — parametreler  spektrofotometrik  yontemle, gen
ekspresyonlar1 RT-PCR yontemi ile dl¢lilmiistiir.

Bulgular:D grubunda deney siresi sonundaviicut agirliklar ile aglik kan glukoz
diizeyleri hem kendi baslangi¢ degerlerine hem de K grubu 15.giin degerlerine gore
artmigtir. D grubunda lipit peroksidasyon (LPO), nitrik oksit (NO) duzeyleri
artmustir, siperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri ise
azalmistir. D grubunda leptin, fibroblast blyime faktori 21(fbf21), interlokin 21
(IL21) ile timor nekroz faktori alfanin  (snfa) gen ekspresyon dizeyleri

artarkendnmt3a ekspresyon diizeyi azalmstir.

Sonuglar: Stevia uygulamasi D grubunda bozulan oksidan antioksidan dengeyi, gen

ekspresyon diizeylerini ve kan glukoz diizeylerini diizeltmistir.

Anahtar Sozcukler: Tip 2 diyabet, Stevia rebaudiana, leptin, fibroblast biylme

faktoru 21, timor nekroz faktori alfa



Investigation of the Possible Effects of Stevia rebaudiana on Type 2 Diabetes
Model in Zebrafish

Name of the Student: Esra Dandin
Adviser: Prof.Dr. Ebru Isik Alturfan
Department:Department of Biochemistry, Faculty of Pharmacy

2. ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to investigate the possible effects of Stevia
rebaudiana in a model of type 2 diabetes mellitus induced by overnutrition in
zebrafish.

Materials and Methods: Adult zebrafish were exposed to overfeeding and low and
high doses ofStevia rebaudianafor 15 days. Accordingly, Control (K), Diabetes (D),
Diabetes + Low Dose Stevia (D + DDS) and Diabetes + High Dose Stevia (D +
YDS) groups were formed. At the end of 15 days, oral glucose tolerance test was
performed and liver-pancreas tissues were removed and homogenized. Fasting blood
glucose levels of the animals at the beginning and end of the experiment and oral
glucose tolerance test were performed at the end of the experiment. Biochemical
parameters were measured by spectrophotometric method and gene expression was
measured by RT-PCR method.

Results: At the end of the experimental period, body weight and fasting blood
glucose levels increased in D group when compared with both their initial values and
the 15th day of the K group. In group D, lipid peroxidation (LPO), nitric oxide (NO)
levels increased, superoxide dismutase (SOD) and glutathione S-transferase (GST)
activities decreased. In group D, gene expression levels of leptin, fibroblast growth
factor 21 (fbf21), interleukin 21 (1L21) and tumor necrosis factor alpha (tnfor)
increased while dnmt3a expression level decreased.

Conclusion: Stevia treatment corrected impaired oxidant antioxidant balance, gene
expression levels and blood glucose levels in group D.

Keywords: Type 2 diabetes, Stevia rebaudiana, leptin, fibroblast growth factor 21,

tumor necrosis factor alfa



3. GIRIS ve AMAC

Endiistrilesmis uluslarda obezite ve Tip 2 diyabet hizla artmaya devam
etmektedir. Ornegin yetiskin Amerikalilar’in yaklasik iicte ikisi asir1 kilolu veya
obezdir ve bu nedenle basta Tip 2 diyabet, kalp hastalig1 ve kanser dahil olmak tizere
cesitli hastaliklarin riski artmistir (Anton ve ark., 2010). Glukoz ve fruktozdan olusan
bir disakkarit olan sakkaroz tiiketiminin, spesifik bir kanitt olmamasia ragmen,
diyabetin gelisimini etkiledigi ve yiiksek miktarda sakkaroz iceren diyetlerin kilo

alimina neden oldugu bilinmektedir (Laville ve Nazare 2009).

Bununla birlikte fruktozun asiri tiiketilmesinin, tip 2 diyabet Oykiisii olan ve
olmayan aile bireylerinde dislipidemi ve ektopik lipit birikimine neden oldugu ve
asir1 kilolu kisilerde viseral adipoziteyi artirip insiilin duyarliligini azalttig
bildirilmistir (Lé ve ark., 2009). Hayvan modellerinde yuksek glisemik diyetler ve
dogal seker olarak fruktozun yiiksek tiketiminin hiperinstlinemi, hiperglisemi,
hipertansiyon ve insiilin direnci gibi birtakim metabolik komplikasyonlara neden
oldugu gosterilmistir. Ayrica fruktoz inflizyonlarinin insanlarda hepatik insiilin

direncini indiikleyebilecegi de gosterilmistir (Barros ve ark., 2007).

Son yillarda seker tiiketimi diinyada ve iilkemizde hizli bir artis gostermistir.
Bununla birlikte sekerle tatlandirilmis yiyecek ve igeceklerin tiiketimi, hem bir
ogiiniin hem de bir biitiin olarak tim diyetin glisemik indeksini dnemli 6lgiide
etkileyebilir. Ayrica, yiiksek kalori alim1 ve yiiksek glisemik endeksli gida tiiketimi
postprandiyal glukoz ve insiilin seviyelerinin asir1 artisina yol acabilir ve potansiyel
olarak ac¢ligi uyaran, yag birikimini hizlandiran metabolik ve hormonal degisikliklere
yol agabilir (O'Keefeve Bell 2007). Buna paralel olarak, yapilan ¢aligmalar, sekerle
tatlandirilmis igeceklerin tiiketiminin kilo alimin1 ve Tip 2 diyabet riskini artirdigini

gostermektedir (Anton ve ark., 2010).

Tiim bu nedenler ile beraber toplumda olusan kilo alma kaygisindan otiirii
besleyici degeri olmayan yapay tatlandirici igeren gidalarin ve igeceklerin tiikketimi
son birka¢ on yilda 6nemli 6l¢giide artmistir ve ABD niifusunun yaklasik % 15'inin,
yapay tatlandiricilar tiikettigi tahmin edilmektedir (Mattes ve Popkin 2009). Bununla

birlikte yapay tatlandiricilar ile ilgili yapilmis caligmalarin ¢eliskili sonuglari



bulunmaktadir. Ornegin aspartamin gida tiiketimini azaltip kilo kontroliinde yararli
oldugu gosterilmigse de baska calismalarda aspartamin istah arttirict etkileri
gosterilmistir (Anton ve ark., 2010, Blundell ve Hill, 1986). Stevia, Stevia
rebaudiana Bertoni'nin yapraklarindan elde edilen yapay tatlandiricilara alternatif
olarak kullanilan dogal ve kalorisiz bir tatlandiricidir. Stevia'nin  kemirgen
modellerinde insiilin duyarliligini arttirdigs (Chang ve ark., 2005) ve insan
caligmalarinda kan glukozu ve insiilin seviyeleri iizerinde yararli etkileri
gosterilmistir (Gregersen ve ark 2004). Stevia tiiketiminin, aspartam ve sukroz ile
karsilastirildiginda, postprandiyal insiilin seviyelerini ve glukoz seviyelerini anlamli

derecede diisiirdiigi bildirilmistir (Anton ve ark., 2010).

Obezite Tip 2 diyabet gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktoriidir ve Tip 2
diyabetli kisilerin% 90'indan fazlas1 asir1 kilolu veya obez bireylerdir. Son yillarda
epigenetik diizenleyici mekanizmalarin adipozite, enerji harcanmasi ve gida tiiketimi
gibi obezite ile ilgili mekanizmalarda 6nemli rol oynadigi gdosterilmistir. DNA
metilasyonu gen ekspresyonunun dizenlenmesinde rol oynayan ©&nemli bir
epigenetik mekanizma olup, organizmalarin diizgiin gelisimi i¢in ¢ok 6nemlidir. Son
yillarda DNA metilasyonunun metabolik hastaliklarin  patogenezinde rolii
olabilecegi, yaslanma, obezite, anoreksia ile iliskili oldugu gosterilmistir (Xie ve
ark., 2013).

Zebra baliklariin, diyet ile indiiklenen obezite modelinde normal beslenen
baliklara gore aglik kan glukoz diizeylerinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu
hiperglisemik baliklarin, Tip 2 diyabette (T2DM) glukoz tolerans testi, instlin
iiretimi ve anti diyabetik ila¢ yanitlarinin 6l¢iimii i¢in uygun bir model olabilecegi
One strilmiistiir. Ayrica karaciger ve pancreas dokularinin RNA-sekans analizi
T2DM zebrabaliklarinin insanlarla benzer patolojik yolaklar1 gosterdikleri
bildirilmistir (Zang ve ark., 2017). Zang ve ark. (2017) 1 haftalik fazla beslenmenin
zebra baliklarinda T2DM olusturmak i¢in yeterli oldugunu gdstermistir.

Tim bu bilgilerin 1518inda c¢alismamizda fazla beslenme yolu ile T2DM
olusturulacak zebra baliklarinda stevianin dnmt3a, fgf21, leptin ve IL-21 Uzerinden
insiilin direnci iizerine olas1 etkileri incelenecektir. Stevianin ayrica glukoz

toleransina ve oksidan-antioksidan denge (izerine etkileri deincelenecektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Diyabet Hastaligi

Diabetes Mellitus (DM), yetersiz veya eksik insiilin salinimi ve/veya insiilinin
etkili sekilde kullanilamamasi sebebiyle yiiksek kan glukozu seviyeleri ile
karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. Insiilin, pankreasin Langerhans
adaciklarindaki beta hiicrelerinde iiretilen, kandaki glukozun hiicre i¢ine alinmasin
saglayan hormondur. Insiilinin yetersizligi, eksikligi ve/veya hiicrelerin insiline
uygun yanitt verememesi sebebiyle kandaki glukoz hiicre igerisine alinamaz ve
hiperglisemi olusur (https://www.idf.org/our-activities/advocacy-
awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi:
30 Agustos 2019).

WHO’ya gore DM tanist ylikselmis kan glukozunun gozlenmesiyle
gercgeklesir.

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF, International Diabetes Federation),
Amerikan Diyabet Birligi (ADA, American Diabetes Association) ve Turkiye
Diyabet Dernegi (TDD) tarafindan kabul edilmis genel diyabet tan1 kriterlerine gore

asagidaki sartlardan birinin saglanmasi diyabet tanisi i¢in yeterlidir.

Tablo 1:Genel diyabet tami kriterleri (https://www.idf.org/our-activities/advocacy-
awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi:
30 Agustos 2019; ADA, 2019;
https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve_Tedavi_Rehberi_2019.
pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019)

Aclik plazma glukozu > 126 mg/dL

75 gramlik glukoz yiiklemesi sonucu iki saatlik plazma glukozu > 200 mg/dL

Hiperglisemi semptomu olan hastalarda anlik plazma glukoz 6l¢iimiiniin 200 mg/dL vedaha yiiksek
olmasi

HbAlc=6.5%




Bozulmus glukoz toleransi, oral glukoz tolerans testine gore normal kan
glukozu araligindan yiiksek ancak diyabetin tani esiginden diisiikk olankan glukozu
seviyeleri ile karakterizedir. Prediyabet olarak tanimlanir. A¢lik plazmaglukozunun
126 mg/dL’den diisiik olmas1 ve oral glukoz tolerans testi i¢in 75 gramlik glukoz
tiketiminden 2 saat sonra 6lgiilen degerin enaz 140 en ¢ok 199 mg/dL (7.8 - 11.0
mmol/L) olmas1 ile tam1 alir (https://www.idf.org/our-activities/advocacy-
awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi:
30 Agustos 2019).

Bozulmus ag¢lik glukozu, aclik plazma glukoz seviyelerinin diyabet tani
esiginden diisiik, normal araliktan yiiksek olmasi, yani 110-125 mg/dL (6.1 - 6.9
mmol/L) arasinda olmasi durumudur. Prediyabet olarak
tamimlanir(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-
tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi: 30 Agustos 2019).
Glukoz tolerans testi i¢in 75 gramlik glukoz tiiketiminden 2 saat sonra Olgiilen

degerin 140 mg/dL’den diisiik olmas1 gerekmektedir (ADA, 2019).

Normal araliktan yiiksek, diyabetik esikten diisiik HbAlc degerleri de (%5.7 -
6.4) T2DM riski altindaki prediyabet hastalarini tanimlamak i¢in kullanilabilir.
Prediyabete sahip bireylerin, T2DM riski yuksektir. Ancak randomize kontrolli
calismalar, Pre diyabetin T2DM’ye doOniismesinin saglikli yasam tarzi
degisiklikleriyle Oonlenebilecegini agik¢a ortaya koymustur (https://www.idf.org/our-
activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-

edition.html, Erigim tarihi: 30 Agustos 2019).

Uzun siire kontrol altinda tutulamayan hipergliseminin, tiim diyabet tiplerinde
aymi kronik komplikasyonlar1 olusturma riski mevcuttur. (ADA, 2019) Dogru
miidahalelerle bu komplikasyonlarin Onlenmesi ve ertelenmesi miimkiindiir
(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-
diabetes-atlas-8th-edition.html, Erigim tarihi: 30 Agustos 2019).



4.1.1. Diyabet hastali@inin simiflandirilmasi

Diabetes Mellitus, baslica Tip 1 DM, Tip 2 DM, Gestasyonel DM ve diger
spesifik tipler ile belli bash smiflara ayrilmaktadir
(https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve Tedavi_Rehberi_201
9.pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019).T1DM’de T2DM ile ortak olarak beta hiicrelerinin
sayisinda ve fonksiyonunda progresif azalma goriiliir (ADA, 2019).

4.1.1.1. Tip 1 diyabet

Tip 1 DM, immiin aracili ve idiyopatik olmak iizere iki tiire ayrilir
(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-

diabetes-atlas-8th-edition.html, Erigim tarihi: 30 Agustos 2019).

Immiin aracii TI1DM,genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle beta
hiicrelerinin hiicre aracili oto immiin yikimiyla olusan ve insiilinin hig¢ {iretilememesi
veya ¢ok yetersiz liretilmesi sebebiyle hiperglisemiyle sonug¢lanan bir hastaliktir.
T1DM hastalarinin yasamlarmi siirdiirebilmek i¢in insiilin enjeksiyonu kullanmalari
sarttir. (IDF, 2017; ADA 2019). Beta hiicrelerinin yikiminin nedenleri heniiz tam
olarak anlagilamamig olsa da bazi toksinler, beslenme ve viral enfeksiyonlar gibi
cevresel nedenlerin genetik yatkinlikla birlesiminin sebep oldugu diisiintilmektedir
(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-
diabetes-atlas-8th-edition.html, Erigim tarihi: 30 Agustos 2019).

Immiin aracili TIDM, geg¢miste insiilin-bagimli veya juvenil olarak bilinen
diyabet, cogunlukla ¢cocuk ve addlesanlarda goriiliir ancak aslinda her yasta, hatta
80’li ve 90’11 yaslarda bile ortaya c¢ikabilir. 30 yasindan sonra yetiskinlerde goriilen
T1DM, eriskinde latent otoimmun diyabet olarak adlandirilir. Vakalarin %5-10"u
arasinda bir prevelansa tekabiil eden TIDM hastaligi ilk safthada cocuk ve

addlesanlarda diabetik ketoasidoz ile kendini gosterirken, diger hastalarda aglik



hiperglisemisi, enfeksiyon gibi streslerle indiiklenen siddetli hiperglisemi ve/veya
DKA (Diyabetik ketoasidoz) ile kendini gosterir (ADA, 2019).

Idiyopatik tip 1 dm, beta hiicrelerinin oto-immiin yikimina dair kanit
olmaksizin kalici insiilinopeni ve DKA’ya yatkinlikla karakterize olan ¢ok yiiksek
oranda genetik aktarimli, TIDM ile benzer belirti ve semptomlar1 olan ancak klinik
ilerleyisi T2DM’ ye benzeyen DM tiiriidiir (ADA, 2019; Pinero-Pilona ve Raskin,
2001).

T1DM teshisi icinWHO’ ’nun tanimladigi genel DM tani kriterleri ile birlikte
anormal susama durumu ve agiz kurulugu, sik {lirinasyon, ani kilo kaybi, gormede
bulaniklik, eniirezi (uyurken altini 1slatma), siirekli a¢ ve yorgun hissetme gibi
semptomlarin  goriilmesi  gereklidir (https://www.idf.org/our-activities/advocacy-
awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi:
30 Agustos 2019).

Ayrica, TIDM’li hastalarin birinci derece yakinlarinda iki veya daha ¢ok oto
antikorun varlig1 klinik hiperglisemi ve diyabetin neredeyse kesin bir gostergesidir.
(ADA,  2019) Idiopatik ~ T1DM’de  oto  antikor  goriilmez
(https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve Tedavi_Rehberi_201
9.pdf, Erigim tarihi: 1 Eyliil 2019).

Giinlik uygun insiilin alimi, diizenli olarak kan glukozunun Olgiilmesi,
saglikli beslenmenin siirdiiriilmesiyle hastalar TIDM’nin olas1 komplikasyonlarini
Onleyebilir ~ veya  olusumunu  geciktirebilirler  (https://www.idf.org/our-
activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-

edition.html, Erigim tarihi: 30 Agustos 2019).

4.1.1.2. Tip 2 diyabet

Yaglanan popiilasyon, ekonomik gelisim, artan sehirlesme, sedanter yasam
tarzi, obeziteyle iliskilendirilen sagliksiz besinlerin tliketimindeki artig gibi
sebeplerle T2DM prevelans: tiim diinyada giderek artmaktadir. En sik goriilen
diyabet tdrldir. Diyabet vakalarinin %90’mi1  olusturur. Yetiskin, ¢ocuk ve



adOlesanlarda goriilen T2DM vakalar1 sagliksiz beslenme ve yetersiz fiziksel
aktiviteye bagl olarak giderek artmaktadir. T2DM’de yetersiz insiilin {iretimi ve
hiicrelerin insililine yanit verme yeteneginin azalmasi olarak tanimlanan insiilin
direnci sonucu hiperglisemi gergeklesir. T2DM’de T1DM’de goriilen semptomlarin
yanisira siddetli susama, ¢ok sik idrara ¢ikma, yorgunluk, yaralarin ge¢ iyilesmesi,
tekrarlayan enfeksiyonlar, el ve ayaklarda uyusma ve karincalanma yer alir. T2DM
hastaliginin olusum siireci genellikle yavastir ve genelde akut metabolik
rahatsizliklara yol agmaz. Bu yiizden vakalarin 1/3’linden 1/2 ‘si kadar bir kismi
yillarca teshis konulamadan ilerler. Hatta bazi hastalar, ayak {ilseri, gormede
bozukluklar, bobrek yetmezligi ve enfeksiyonlar gibi diyabete bagh
komplikasyonlarla  karsilasana kadar DM  teshisi almamis  olabilirler
(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-
diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi: 30 Agustos 2019).

T2DM nedenleri heniiz tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte fazla kilo,
obezite, ilerleyen yas, etnik koken ve aile Oykiisii ile arasinda gii¢lii bir baglanti
vardir (https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-
tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi: 30 Agustos 2019; ADA
2019).

Risk faktorleri arasinda obezite, sagliksiz beslenme, yetersiz fiziksel aktivite,
pre diyabet, bozulmus glukoz toleransi, sigara, gestasyonel diyabet Oykiisii yer
almaktadir. Son ¢alismalar, seker ile tatlandirilmis igecek tiikketiminin artmasi ile
artmis T2DM riskini iligkilendirmislerdir. Diger risk faktorleri arasinda doymus yag
tilketiminin artmasi; sebze, meyve, tam tahil, lif tiiketiminin azalmas1 yer almaktadir.
Yapilan son calismalarda islenmemis gida tiiketiminin artmast ve Akdeniz tipi
beslenmeye gecilmesi gerektigi vurgulanmistir. T2DM tedavisindeki temel ilkeler
saglikli beslenme, fiziksel aktivite ve tiitlin kullaniminin birakilmasi ile saglikli
beden agirliginin devam ettirilmesidir. Ancak tiim bunlarin hiperglisemiyi
tyilestirmekte yetersiz kaldigi noktada, diinya iizerinde en yaygin kullanilan oral
antidiyabetik olan metformin kullanilir. Tek oral antidiyabetik ila¢ kullanimi yetersiz
kalirsa belirli ilag tedavisi kombinasyonlari denenebilir. Ila¢ kombinasyonlarmin
hiperglisemiyi  hedeflenen  seviyelere diisiirememesi  durumunda insilin

enjeksiyonlarina gegilebilir (https://www.idf.org/our-activities/advocacy-



awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi:
30 Agustos 2019)

T1DM’nin genellikle 30 yasindan kiiciiklerde goriilmesi, baslangi¢ seklinin
akut ve semptomatik olmasi, siklikla ketosiz goriilmesi, genellikle diisiik beden
agirligia sahip yetiskinlerde goriilmesi, ailede diyabet Oykiisiiniin olmamas1 veya
belirgin olmamasi, C-peptid diizeylerinin diisiik olmasi, otoantikorlarin (ICA,
AntiGAD, IA2ADb, IAA) genellikle pozitif olmasi, beraberinde bir otoimmiin hastalik
daha goriilmesi ozellikleriyle T2DM’den ayrilir
(https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve_Tedavi_Rehberi_201
9.pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019).

4.1.1.3. Gestasyonel diyabet

Hipergliseminin ilk kez gebelik siirecinde saptanmasi durumudur. Gebelik
stiresince goriilen hafif hiperglisemi gestasyonel diyabet olarak adlandirilirken,
siddetli hiperglisemi gebelik hiperglisemisi olarak adlandirilir. Vakalarin %75-90"1
gestasyonel diyabettir. Genellikle gebeligin ikinci ve {iglincii trimesterinda
gorulmekle birlikte herhangi bir doneminde gorilebilir. GDM (Gestasyonel diyabet)
semptomlarint gebeligin kendi semptomlarindan ayirt etmek miimkiin olmayabilir.
Teshis i¢in oral glukoz tolerans testi (OGTT) uygulanmalidir. Saglikli gebelere 24-
28. haftalarinda, yiiksek riskli gebelere ise daha erken uygulanabilir
(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-

diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi: 30 Agustos 2019).

OGTT, bir ve iki asamali olarak iki farkli sekilde uygulanabilir. Tek adimli
OGTT stratejisinde gebeliginin 24.-28. haftalar arasindaki daha dnceden DM tanisi
almamis gebelere en az 8 saatlik gece aghigl ardindan 75 gramlik glukoz yiiklemesi
yapilir ve aglik kan sekeri, yiiklemeyi takiben 1.saat ve 2.saat sonundaki kan glukozu
degerlerine bakilir. Asagidaki degerlerden herhangi birine ulagilmasiyla GDM teshisi
konulur (ADA, 2019).

v Aglik kan glukozu: 92 mg/dL (5.1 mmol/L)
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v 1.saat: 180 mg/dL (10.0 mmol/L)
v’ 2.saat: 153 mg/dL (8.5 mmol/L)

Iki adimli OGTT stratejisinde, gebeliginin 24.-28. haftalar1 arasindaki daha
onceden DM tanisi almamis gebelere 50 gram glukoz yiiklemesi yapilir ve 1.saat
sonundaki kan glukozu 130 mg/dL, 135 mg/dL veya 140 mg/dL’den yiiksekse
gebeye acken 100 gram glukoz yiiklemesi yapilir ve aglik durumunda, 1.,2.,3.saat
sonundaki kan glukozuna bakilir. The American College of Obstetricians and
Gynecologist ii¢ esik degeri de kabul eder. Bu degerlerin birbirlerine gore sensitivite
ve spesifite agisindan listiin ve zayif yonleri vardir. Teshis i¢in asagidaki degerlerden
en az ikisinin karsilanmasi
gereklidir(https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve_Tedavi_Reh
beri_2019.pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019).

v Aglik kan glukozu > 95 mg/dL (5.3 mmol/L)
v 1.saat: 180 mg/dL (10.0 mmol/L)

v’ 2.saat: 155 mg/dL (8.6 mmol/L)

v’ 3.saat: 140 mg/dL (7.8 mmol/L)

GDM risk faktorleri arasinda ileri yas, fazla kilo, obezite, gebelik siirecinde fazla
kilo artisi, ailede DM varligi, 6nceden yapilmis diisiik ve Onceden dogumsal
abnormaliteyle dogmus bebektir. GDM genellikle gecici bir durumdur. Ancak
GDM’li kadinlarin sonraki gebeliklerinde tekrar GDM ile karsilasma riskleri
yiiksektir. GDM gec¢misine sahip kadinlarin yaris1 dogum sonrasi 5 ile 10 y1l aras1 bir
stirecte T2DM olustururlar. GDM’li bir gebelikten dogan bebeklerin hayatlari
boyunca obezite ve T2DM riskleri yiksektir. GDM, makrosoma ve annede yuksek
kan basmci gibi bazi olumsuz durumlara yol acabilir. GDM’li kadinlar saglikli
beslenme, hafif egzersiz ve kan glukozunun dizenli kontrol edilmesiyle
hiperglisemiyi kontrol altina alabilir, gerekirse oral ilag veya insiilin enjeksiyonu
kullanabilirler (https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-
and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erigim tarihi: 30 Agustos 2019)
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4.1.1.4. Monogenik diyabet-denglerde goértulen T2DM (MODY, Maturity
diabetes onset of the young)

Obez olmayan genglerde 25 yasindan Once ortaya c¢ikan, adacik
otoantikorlarinin negatif oldugu en az 2-3 kusakta goriilerek otozomal gecisi
saglanan primer defekt insiilin sekresyonu bozuklugudur. Insiilinin etkisinde
bozukluk minimal dizeyde goralar veya hig
gorulmez(https://www.turkdiab.org/admin/P1CS/files/Diyabet_Tani_ve Tedavi_Reh
beri_2019.pdf, Erisim tarihi: 1 Eylul 2019).ADA 2019).

Diger DM tiirleri: Neonatal DM, kistik fibroz ve pankreatite bagli DM, ilag
ve kimyasallarla indiiklenen HIV/AIDS ve organ nakli sonrasindaki tedavilerde
glikokortikoid kullanima bagli DM, beta hiicre fonksiyonunun genetik defektleri,
instilinin etkisinde genetik defektler, endokrinopatilere bagli DM, infeksiyonlara
bagh DM, belirli hastaliklarla eslik eden DM olarak
siralanabilir(https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve Tedavi_R
ehberi_2019.pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019; ADA 2019).

4.2. Diyabet Hastaliginin Klinik Belirtileri

4.2.1. Diyabetin primer etkileri

4.2.1.1. Hipoglisemi

Hipoglisemi, diyabetin en sik karsilagilan akut komplikasyonudur. Kan
glukoz seviyesinin aniden 70 mm Hg ve altina diismesi ile tanimlanir.
Hipogliseminin semptomlar1 titreme, terleme, anksiyete, acikma, carpinti,
disoryantasyon, zihinsel bulaniklik, konusmada bozulmalar, letarji, titreme nobetleri
ve biling kaybidir. TIDM ve T2DM hastalarinda morbiditenin artmasina sebep
olabilirken, etkisi bazen 6liime kadar gidebilir. Hipogliseminin sebepleri arasinda

insiilin enjeksiyonlart1 ve oral sekretagog ilaclarin kullaniminda doz asimlari,
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zamanlama hatalari, 6giin atlanmasi, yetersiz besin alimi, planlanmamuis, yiiksek
yogunluklu ve uzun siireli fiziksel aktiviteler, besinsiz alkol alimi yer alir (Mahan ve

Raymond, 2017).

4.2.1.2. Diyabetik ketoasidoz

Insiilin eksikligine bagli olarak glukozun kullanilamamas1 sonucu viicudun
enerji kaynagi olarak yaglari kullanmasi ve keton iiretmesidir. Karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasinda bozulmalara yol acar. Acil miidahale ile kontrol altina
alinmazsa hayati tehdit edici 6zellikte olabilir(Mahan ve Raymond, 2017).

Kanda ve idrarda keton bulunmasi ve 250-600 mg/dL hiperglisemi ile karakterizedir.
DKA, T1DM’li ¢ocuklarda en 6nemli morbidite ve mortatile nedenidir. Semptomlari
arasinda bulanti, kusma, karin agrisi, polidipsi, poliiiri, hiperventilasyon, nefeste
meyvemsi koku, dehidrasyon, bitkinlik yer alir. Acil miidahale yapilamayan, kontrol
altina alinamayan DKA, hastay1 bilin¢ bulanikligi ve komaya kadar gotiirebilir.
DKA’ya acil durum miidahale ilkeleri intravendz insiilin infiizyonu, siv1 ve elektrolit
replasmant ve eslik eden hastaliklarin tedavisi seklindedir. (Mahan ve Raymond,
2017;

https://extranet.who.int/ncdccs/Data/ TUR_D1_T%C3%BCrkiye%20Diyabet%20Pro
gram%C4%B1%202015-2020.pdf , Erisim tarihi: 30 Agustos 2019).

4.2.1.3. Achik hiperglisemisi

Diyabetli kisilerde kan glukozunu normal diizeyde tutmak icin gereken
insiilin miktar1 giin dogumu 6ncesinde, giin dogumu vaktine gére daha azdir. Giin
dogumunda yetersiz kalan insiilin diizeyi hiperglisemiye sebep olur. Bu durum giin
dogumu (dawn) fenomeni olarak bilinir. Bu durum ayni1 zamanda, gece hepatik
glukoz ¢ikisinin asirt miktarda olmasindan da kaynaklanabilir. Bunu 6nlemek i¢in
saat 02.00-03.00’te kan glukozu 6l¢timii yapilmasi, T2DM’de hepatik glukoz ¢ikisini
azaltacak metformin kullanimi, TIDM’de, giin dogumu 6ncesindeki vakitte pik etki

gdstermeyen uzun etkili insiilin kullanilmalidir. Hipoglisemiyi takip eden
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hiperglisemi ise Somogyi etkisi olarak adlandirilir. Hipoglisemi sirasinda salinan
karsit diizenleyici hormonlar olan glukagon, epinefrin, biiyiime hormonu ve kortizol
etkisiyle meydana gelir. Hepatik glukoz iiretiminin uyarilmasi sonucu da kan
glukozu ytikselir. Eger somogyi etkisi tanimlanamaz ve insiilin dozlar1 arttirilirsa,
fazla insiilinlenme gergeklesebilir. Uzun vadeli insiilinler ve gece alinan insiilin

dozunu diistirmek gereklidir. (Mahan ve Raymond, 2017)

4.2.1.4. Hiperglisemik hiperosmolar durum

Olusum mekanizmast DKA ile benzerdir. DKA’dan farkli olarak
dehidratasyon daha 6n plandadir ve az miktarda var olan insiilin keton olusumunu
engeller. Tleri derecedehiperglisemi (genelde 600 mg/dL’den yiiksek),
hiperozmolarite,  biling  bulanikligt ~ veya  kayb1 ile  karakterizedir
(https://extranet.who.int/ncdccs/Data/ TUR_D1_T%C3%BCrkiye%20Diyabet%20Pr
0gram%C4%B1%202015-2020.pdf , Erisim tarihi: 30 Agustos 2019).

4.2.1.5. Laktik aasidoz
Genellikle altta yatan agir hastali§i bulunan, metformin kullanan yash

hastalarda nadir olarak go6rulen, dokulara yeterli oksijenin gitmemesi ve

kullanilamamasindan kaynaklanan agir bir asidoz
durumudur(https://extranet.who.int/ncdccs/Data/ TUR_D1 T%C3%BCrkiye%20Diy
abet%20Program%C4%B1%202015-2020.pdf , Erisim tarihi: 30 Agustos 2019).
4.2.2. Diyabetin sekonder etkileri
4.2.2.1.Kardiyovaskuler hastahklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar, T2DM’de baglica 6liim nedenidir. Diyabetli

bireylerdeki kardiyovaskiiler hastalik hastaligi ihtimali diyabeti olmayan bireylere

gore 2-3 kat daha fazladir. Kardiyovaskiiler hastalik i¢cin en biiylik risk faktori
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hipertansiyondur. Diyabetli kisilerin %67°si 140/90 mm Hg veya daha fazla kan
basincina sahiptir. Hipertansiyon TIDM hastalarinda genelde diyabetik bobrek
hastaligina bagliyken, T2DM’de diger kardiyometabolik risk faktorleriyle iliskilidir.
Diyabet, yiiksek kan basinciyla oldugu gibi yiiksek kolesterol diizeyleriyle de
iligkilidir. Bu faktorler anjina, koroner arter hastaligi, miyokardial infraksiyon, felg,
periferal arter hastaligi, dogustan kalp yetmezligi risklerini arttirmaktadir. Artmis
kardiyovaskiiler hastalik riski T2DM hastalarinin preklinik donemlerinden itibaren
baslamis olabilir. Ayrica, kardiyovaskiiler hastaliktan kaynaklanan harcamalar,
toplam saglik harcamalarinin en biiyiik kismini olusturmaktadir. Ortalama olarak,
diyabet tanist almis bireylerin medikal harcamalarinin, diyabet tanist almamis
olsalardr yapmalar1 beklenen harcamadan 2 kat fazla olacagi tahmin edilmektedir.
kardiyovaskiiler hastaliklarin yiiksek risk gruplarinda 6nlenmesi mortalite oranlarini
diisiirebilmekle beraber kalp krizi ve felcin sebep oldugu ekonomik harcamalar1 da
diistirebilmektedir. Uzun vadeli tibbi takiplerle TIDM ve T2DM hastalarinin
kardiyovaskiiler hastalik olgularinda ciddi diislisler gézlenmistir. Kardiyovaskiiler
hastaliklarin 6nlenebilmesi i¢in ideal kilonun devam ettirilmesi, seker, tuz ve yag
tikketiminin azaltilmasi, sebze meyve tiiketiminin arttirilmasi, fiziksel aktivitenin
arttirilmasi, asir1 alkol tliketiminden kaginilmasi ve tiitlin iriinleri kullaniminin
sonlandirilmast  gerekmektedir. Ayrica, yiiksek risk gruplarinda metabolik
parametrelerin kontrolii igin glukoz diisiiriicti ilaglar, antihipertansifler, statin, aspirin
kullanim1 gerekebilir
(https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve_ Tedavi_Rehberi_201
9.pdf, Erisim tarihi: 1 Eylil 2019; Mahan ve Raymond, 2017).

4.2.2.2. Nefropati

Diyabetik nefropati, glomeriil i¢i arteriollerin hasarina bagli olarak proteintiri,
hipertansiyon ve bobrek fonksiyonlarindaki progresif azalma ile karakterize bir
mikrovaskuler diyabet komplikasyonudur.  Diyabet, hipertansiyon ve bdébrek
yetmezIligi birbiriyle baglantilidir. T2DM, hipertansiyon riskini arttiran bobrek
yetmezliginin baslica sebeplerinden biriyken, hipertansiyon bdbrek hastaligim

ilerletebilir. Hiperglisemi, bobrek hastaliginin prediktérii olan hiperfiltrasyonu
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indikler. Son donem bobrek yetmezligi diyabetli bireylerde diyabeti olmayan
bireylerden 10 kat fazla goriilmektedir. Avrupa ve Amerika’da diyabet hastalarinin
%20-40’inda  diyabetik bobrek hastaligt  veya nefropati bulunmaktadir
((https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve Tedavi_Rehberi_201
9.pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019; Mahan ve Raymond, 2017).

54 iilkeden toplanilan verilere gore, son donem bobrek yetmezligi vakalarinin
%801 diyabetten, hipertansiyondan veya her ikisinden birden kaynaklanmaktadir.
Klinik nefropatisi olan diyabetli bireylerin saglik harcamalari, nefropatisi olmayan
diyabetli bireylere gore %50 daha fazladir. Bu ekonomik yiikten kurtulmanin en
etkili yolu en basta diyabeti onlemektir. Diyabetli bireylerde ise nefropatiyi erken
sathada saptamakdir. Bu amagla, TIDM’li hastalarda tanidan 5 yil sonra, T2DM’li
hastalarda tanidan itibaren her yil albumin/kreatinin oran1 (ACR) ve glomeruler
filtrasyon hiz1 olgtimii suretiyle gerekli taramalar
yapilmalidir(https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve_Tedavi_R
ehberi_2019.pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019).

Diyabet ve kronik bobrek hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar ile yakindan
iligkili oldugu ig¢in, hipertansiyon ve hiperglisemi gibi kardiyovaskiler risk
faktorlerinin  kontroli cok ©6nemlidir. Hiperglisemi ve hipertansiyon kontroli
nefropati riskini de azaltabilmekte veya ilerlemesini geciktirebilmektedir. Kan
glukozunun ve kan basincinin konrolii diyabetik bobrek hastaligi riskini azaltmak ve
ilerlemesini durdurma icin optimize edilmelidir. Albumindri durumunda renin-
anjiotensin aldosteron sistemini baskilayan ilaclarin kullanimi diyabetli bireylerde
kronik bobrek yetmezliginin olusumu ve ilerlemesini onlemek icin ¢ok islevseldir
(https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve_Tedavi_Rehberi_201
9.pdf, Erisim tarihi: 1 Eylil 2019; https://www.idf.org/our-activities/advocacy-
awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi:
30 Agustos 2019).
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4.2.2.3. Retinopati

Diyabetik g6z hastaliklari, retinal kapilerlerin yiiksek kan glukoz seviyeleri
ylziinden hasar gérmesi sonucu kapiler sizinti ve blokajlara yol acarak gelisen,
ilerleyici, retinada yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol acan norovaskiiler bir
hastaliktir. Diyabetik g6z hastaligi spekturumunda diyabetik retinopati, diyabetik
makiiler 6dem, karatakt, glukoma, odaklanma yetisinde azalma, ¢ift gérme yer alir.
Gorme kaybi ve korliikkle sonuglanabilir. Uluslararas1 Korliigii Engelleme Birligi
(IAPB), 2015°te 145 milyon kisinin diyabetik retinopatisi oldugunu ve 45 milyon
kisinin gorme yetisini tehdit edici derecede diyabetik retinopatisi oldugunu
belirtmistir. Diyabetli kisilerde retinopati prevalansi %35°tir
(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-
diabetes-atlas-8th-edition.html, Erigim tarihi: 30 Agustos
2019;https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve_Tedavi_Rehberi_
2019.pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019).20-74 yas aras1 yetiskinlerdeki korliiglin en sik
gorilen sebebini diyabetik néropati oldugu varsayilmaktadir (Mahan ve Raymond,
2017).

Diyabetik goz hastaliklar, ilk evrelerde olduk¢a asemptomatiktir. Bu yiizden
diyabetli kisilerde diyabetik retinopati izleminin diizenli araliklarla yapilmasi
Onemlidir. Diyabetik retinopatinin goériilme sikligi ve progresyonu birgok faktérden
olumlu ve olumsuz etkilenebilmektedir. Modifiye edilemeyen risk faktorleri arasinda
diyabetin siiresi yer alirken, modifiye edilebilir risk faktorleri arasinda glisemi, kan
basinci, dislipidemi kontrolii bulunur. Bu faktorlerin regiilasyonu, hastaligi
Onleyebilmekle birlikte, seyrini ve tedavisini olumlu etkileyebilmektedir. IDF
tarafindan, beslenme ve gerekirse ilagla saglanan etkin glisemik kontrol diyabetik
retinopatinin olusumunu %76 oraninda; insulin tedavisi géren hastalarda diyabetik
retinopati ilerleyisini %54 oraninda Onleyebilecegi
bildirilmektedir(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-
and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erigim tarihi: 30 Agustos 2019).
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4.2.2.4. Noropati

Diyabetik noropati, yiiksek kan glukozunun viicudun tamamina yayilmis
sinirlerde  hasara yol agmasidir (https://www.idf.org/our-activities/advocacy-
awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi:
30 Agustos 2019). Diyabetin en sik karsilagilan komplikasyonlarindan biridir
(https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve_Tedavi_Rehberi_201
9.pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019).CDC (Hastalik kontrol ve O6nleme merkezleri)
gore, diyabetli kisilerin %60-70’inde sinir sistemi hasar1 goriilmektedir (Mahan ve
Raymond, 2017).

Sinir  hasar1  yaralanmalarin  farkedilmemesine sebep oldugu igin
tilserlesmelerine, ciddi enfeksiyonlara hatta bazi durumlarda ampiitasyonlara sebep
olabilirler. Diyabetik ndropati, viicuda yayilan sinirlerin aktivitelerinde bozulmalara
yol actiklarindan dolayr otonomik, motor ve duyusal fonksiyonlarin olumsuz
etkilenmesine neden olur (https://www.idf.org/our-activities/advocacy-
awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi:
30 Agustos 2019).

Diyabetik noropatinin en sik karsilasilan tlirli  periferal nodropatidir
(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-
diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi: 30 Agustos 2019). T2DM hastalarinda
DM teshislerini takiben her yil; TIDM hastalarinda teshisten 5 yil sonrasindan
itibaren her y1l ndropati taramasi yapilmalidir (ADA, 2019).

Kardiyovaskiler noropati, postural hipotansiyon  ve Kkardiyak sinir
impulslarina cevapta azalmalar sonucu sessiz ve agrisiz iskemik kalp hastaligiyla

sonuclanabilir (Mahan ve Raymond, 2017).

Diyabetik noropati ayni zamanda, erektil fonksiyon bozuklugu, sindirim
problemleri ve Uriner problemlere yol acabilir (https://www.idf.org/our-
activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-
edition.html, Erisim tarihi: 30 Agustos 2019).
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Altta yatan Sinir hasarinin tedavisi miimkiin olmamakla beraber; kan glukoz
seviyelerinin optimum kontrolii T1DM’de ndropati gelisimini Onleyebilir ve

geciktirebilir. T2DM’de ise ilerleyisini yavaslatabilir (ADA, 2019).

Diyabetik otonomik noropatiler kapsaminda, gastrointestinal ndropatiler,
gastroiiriner rahatsizliklar bulunmaktadir. Diyabetik otonomik noropatiler arasinda
hipoglisemiyi farkina varamama, dinlenme tasikardisi, ortostatik hipotansiyon,
gastroparez, konstipasyon, diyare, fekal inkontinans, erektil disfonksiyon,
sudomotor disfonksiyonu, ¢ok veya az terleme, gsofagel dismotilite yer almaktadir
(https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve Tedavi_Rehberi_201
9.pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019).

4.2.2.5. Diyabetik ayak

Diyabetik ayak, motor, duyusal ve otonom ndropatiye bagli olarak ortaya
c¢ikan iilserlesebilen kronik derin doku lezyonlar ile karakterize, ayakta biyomekanik
anormallik  ve  deformitelerle  sonuclanan  bir DM  komplikasyonudur
(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-
diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi: 30 Agustos 20109;
https://www.turkdiab.org/admin/PICS/files/Diyabet_Tani_ve_Tedavi_Rehberi_2019.
pdf, Erisim tarihi: 1 Eyliil 2019). Diyabetik néropati ve perifer arter hastaliginin
etkisiyle, ayak tilserleri ve ampiitasyonlarina kadar ilerleyebilir (ADA, 2019).

Diistik ve orta gelirli iilkelerde daha yaygin olmakla birlikte, yiiksek gelirli
iilkelerde diyabetli kisilerde ayak iilserinin yillik insidansi %2 iken diyabetli kisilerin
%1°1 ampiitasyon gecirmektedir. Diyabetik ayak prevelansi erkeklerde daha yiiksek
ve T2DM’lilerde TIDM’ye gore daha yaygimndir. Ileri yas, uzun diyabet siireci,
hipertansiyon, diyabetik retinopati ve sigara diyabetik ayak hastalarinin karakteristik
ozellikleri arasindadir. Diyabetik ayaga sahip DM hastalar1 diyabetik ayak problemi
olmayan DM hastalarma kiyasla 5 kat daha fazla saglik harcamasi yapmaktadir. Ileri
derecedeki ayak {ilserlerini tedavi masrafi diisiik derecedekilerden 8 kat daha

fazladir. HbAIc degerini %7’den diisiirebilecek etkili bir glisemik kontrol

19



ampdutasyon riskini %35 azaltabilir (https://www.idf.org/our-activities/advocacy-
awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi:
30 Agustos 2019).

4.2.2.6. Oral saghk

Kan sekeri regiilasyonu kontrol altinda olmayan diyabetli kisiler periodontit
ve gingival hiperplazi riski altindadir. Periodontit, dis kaybinin temel sebebi olmakla
birlikte kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkilidir. Diyabetle iligkili diger oral
hastaliklar dis ¢iirtimesi, kandidiyaz, liken planus, yanan agiz sendromu, tiikiiriik
disfonksiyonu, kserostomi, tat almada yetisinde bozulmalardir. Periodontal
hastaliklarin prevelansi diyabetli kisilerde (%92,6) diyabetli olmayanlara gore daha
yiiksektir. ABD’de yapilan bir ¢alisma ile, oral bakim sayesinde diyabetli kisilerin
agiz sagligi harcamalarinda 39-53 milyar dolar karda olabileceklerini 6ne siirmiistiir
(https://www.idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-
diabetes-atlas-8th-edition.html, Erisim tarihi: 30 Agustos 2019).

4.2.2.7. Hamilelikle iliskili diyabetik komplikasyonlar

Hamilelikte yiiksek kan glukozu seviyeleri fetal kayip, konjenital
malformasyon, diisiik, perinatal oOliim, pre-eklempsi, eklempsi, obstetrik
komplikasyon, maternal morbidite ve hamilelikle iliskili mortalite riskini arttirir.
Yiiksek kan glukozu ayni zamanda makrosomi, diisiik dogum agirligi, omuz
distoksisine ve bdylece dogum aninda problemlere yol acarak anne ve bebekte
hasarlara sebep olabilir. Ayrica, dogumdan sonra bebekte diisiik kan glukozuna,
sariliga, nefes alma problemlerine sebep olabilir. Diyabetik intrauterin ortama maruz
kalan bebekler gelecek yasantilarinda daha erken T2DM’ye yakalanma riski tasirlar.
Hamilelik hiperglisemisinin hamilelik ve dogum vakasi basina yillik biitceye etkisi
ortalama olarak ekstra 16000 dolardir. Amerika’dan baska bir ¢alisma, diyabetli
gebelerin ek harcamalarinin diyabeti olmayan gebeliklere gore %30 daha fazla
oldugunu gostermektedir. Hamilelikte kan glukozunun izlemi ve kontrolii olumsuz

dogumsal sonuclarin riskini diistirmek acisindan c¢ok Onemlidir. Hamilelik
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hiperglisemisinin izlem ve teshisinde viicudun glukozu kullanma yetisini 6l¢gmek
amagli oral glukoz tolerans testi kullanilmaktadir (https://www.idf.org/our-
activities/advocacy-awareness/resources-and-tools/134:idf-diabetes-atlas-8th-
edition.html, Erisim tarihi: 30 Agustos 2019).

4.3. Tip 2 Diyabet Gelisiminde Etkili Molekiiler Mekanizmalar

Insiilin ~ direnci, reseptor ve efektorlerdeki bazi mutasyonlar ve
posttranslasyonel ~modifikasyonlardan dolayr insiilin = sinyalinde azalmanin
sonucudur. Son yillarda, inflamasyon, endoplazmik retikulum stresi ve mitokondriyel

disfonksiyonun insiilin direncini destekledigi anlagilmistir.

Normal sartlarda, insiilinin biyolojik fonksiyonu bir membran proteini olan
ve iki alfa, iki beta alt biriminden olusan reseptoriine baglandiginda baslar. Beta alt
birimleri, hiicre disi, transmembran ve hiicre i¢i tirozin kinaz béliimlerinden olusur.
Hicre ici tirozin kinaz bolumi intrinsik otofosforilasyonla aktive edilen bir

bolimddr.

Insiilinin, reseptdriin alfa alt birimine baglanmasiyla konformasyonel
degisimler gergeklesir. Bu degisimler katalitik aktiviteyi ve beta alt biriminin
sitozolde bulunan kisimlarindaki tirozin kalintilarinin otofosforilasyona ugramasini
indiikler. Otofosforilasyona ugrayan kalintilar IRS (Insiilin Reseptdr Substrati) olarak
bilinen adaptér proteinler tarasindan taninabilir hale gelir. IRS molekiiler
komplekslerin olusumunu organize eden ve hiicre i¢i sinyal kaskadlarini uyaran bir

molekildr.

Sonraki basamaklarda insiilinin bir¢ok islevi iki temel sinyal yolagmin

aktiflesmesiyle gerceklesir: PI3K/Akt ve MAPK/Ras yolaklari.

Insiilin reseptdr diizenlenmesiyle iligkili diger mekanizma beta alt
birimlerindeki Ser/Thr kalintilarinin fosforilasyonudur. Bu fosforilasyonun instilinin

reseptOriine baglanmasina yanit olarak kinaz aktivitesini etkiledigi ve bu durumun
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insiilin direnci ve obezite olusturulan rodent ve insanlarda bozulmalara ugradigi
bilinmektedir.

IRS’nin Ser/Thr kalintilarindan bazilarinin hiperfosforilasyona ugramasinin
da insiilin sinyal inhibisyonunda anahtar mekanizmalardan biri olduguna dair
deneysel kanitlar bulunmaktadir.

IRS’nin  Ser/Ther kalintilarindaki hiperfosforilasyonun, IRS’nin tirozin
fosforilasyonunda azalmalara ve PI3K yolagiyla etkilesimlerin azalmasina, Akt kinaz
fosforilasyonunun bozulmasina yol acar.Akt, kas ve adipoz dokuda glukozun hiicre
icine alimmin GLUT4 translokasyonu ile ger¢eklesmesinde gorevlidir.

Ozetle, insiilin direnci mekanizmalari, insiilin reseptdrlerinin say1 ve katalitik
aktitesinde azalma, insiilin reseptor ve IRS’de artmig Ser/Thr fosforilasyonu, tirozin
fosfataz aktivitesinde artis, PI3K ve Akt aktivitesinde azalma, GLUT4 ekspresyon ve
fonksiyonunda azalmalar seklinde siralanabilir. Proinflamatuar sitokinler, doymus
yag asitleri, aminoasitler, endotelin I, anjiotensin II kinaz aktivitesini yukselten
etkenlerdendir.

Bu bozulmalar kas ve adipoz dokuya glukoz aliminda sorunlara yol acar ve

metabolik diizeyde etkilere sebep olur.
Klinik ¢alismalarda artmis IRS fosforilasyonunun IRS-1 ekspresyonunun %54
diismesiyle 1liskili oldugu gortilmiistiir. Biyokimyasal ve genetik bulgular, Ser/Thr
hiperfosforilasyonunun insiilinle uyarilan Tyr fosforilasyonunu %350 azalttig1
yoniindedir. Beta hiicrelerinin telafi amagl hiperinsiilinemiye yol agmasinin ve bu
diistislerin de etkisiyle glukoz intolerans1 T2DM’ye doniisebilir. (Gutiérrez-Rodelo
ve ark., 2015)

Tip 2 diyabet, periferal hedef dokulardaki fonksiyonel glukoz tasiyicilarinin
populasyonundaki azalmadan kaynaklandig1 diisliniilen insiilin direnci ile
karakterizedir. Bunun altinda yatan sebep kas hiicrelerinde insiilin stimiilasyonuna
cevap olarak glukoz tastyict molekiillerinin translokasyon gerceklestirmeleri ve
hicre ylzeyine ulasamamalaridir. Adipositlerde ise bozulan translokasyonla birlikte,
pretranslasyonel GLUT4 (Glukoz tastyict 4) mRNA’sinm eksikligidir. Insiilin
direncindeki sorun, insiilinin hedef hiicrelerdeki reseptorlere baglanmasindan sonra

gerceklesen hiicrenin sinyale yanit vermesi siirecindeki olaylar sekansinda
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gerceklesir.  Deneysel kanitlar hiicrenin  glukoz tastyicilarimin  sentez  ve
mobilizasyonundaki sorunlardan kaynaklanabilecegini gdstermektedir. iskelet kasi
hiicrelerindeki insiilin direnci glukoz tasiyicilarinin aktivitesinin diismesi ve insiiline
yanit olarak translokasyon gerceklestirememesi ile iliskilidir. Buradaki hatanin,
translokasyon siirecini baslatacak insiilin sinyali iletim sekanslarindaki blokajdan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bunun sonucunda, hiicrenin ylizeyinde diisiik
glukoz tasiyicis1 konsantrasyonu ve bunu takiben azalmis glukoz alim hiz1
gerceklesir. Buna benzer bir durum, obezite hastalarinda ve T2DM hastalarinin
adipoz dokularinda da gozlenmektedir; ancak buradaki temel problem adipositlerde
GLUT4 kodlayict mRNA’larin  ciddi diizeydeki eksikligidir. Bu defekt
pretranslasyoneldir. Yani protein sentezine translasyon basamagindan énce mRNA
sablonu gereken basamakta interferans yapmaktadir. Dolayisiyla bu durumda glukoz
tagiyict translokasyonunda sorun ¢ikmayacak olsa bile, hiicre yiizeyinde insiilin
stimiilasyonuna gerekli yanit1 verecek yiizey reseptorli bulunmayacaktir (Gropper ve

ark., 2009).

4.4. Tip 2 Diyabet ve Obezite Iliskisi

Gunimuizde Amerikan toplumunun (gte ikisi fazla kilolu veya obezdir.
Obezite, fiziksel ve psikososyal sagligi tehdit edecek diizeyde adipoz doku birikimi
ile tanimlanmaktadir. Obeziteyle iligkilendirilen T2DM’nin 2030 yilinda diinyada
360 milyon kisiyi etkileyecegi ongoriilmektedir. Beden kiitle indeksi ile diyabet ve
instlin direnci arasinda ciddi bir baglant1 vardir. Viicut kiitlesinin artist TIDM ve
T2DM olusumu ve bunlarin yiikselen insidanslari i¢in ciddi 6nem tasir. Obezite de
T2DM gibi insiilin direnciyle iligkilendirilir ancak obez bireylerde yeterli diizeyde
instilin  salinim1 miimkiin olabilecegi i¢in her obez bireyde hiperglisemi

gorulmeyebilir (Al-Goblan ve ark., 2014).

T2DM pankreatik beta hiicrelerinden salgilanan insiilinin iiretiminde diisme
ve periferal instlin direnci ile ifade edilir. T2DM metabolik ve multifaktériyel bir
hastaliktir. Genetik, epigenetik, ¢evresel faktorlerden etkilenir. Bu faktorlerin icinde
diyet ve fiziksel aktivite de yer alir. IDF, 2017°de diinyada 20-79 yas arasindaki DM
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hastalarinin 425 milyondan fazla oldugunu belirtmistir. Bu pandemik hastalik yol
actig1 ekonomik bedel, sosyal tehlikeler ile morbidite ve mortalite oranlari

diistintildiigiinde bir an 6nce durdurulmas: gerekmektedir (Al-Goblan ve ark., 2014).

Obezite bircok medikal, psikososyal ve sosyal problemlere yol agar. Bunlarin
arasinda T2DM de yer alir. Cocuklar ve yetiskinler arasinda hizla artan T2DM
insidansi obezite ile iliskilidir (Al-Goblan ve ark., 2014).

T2DM’de goriilen insiilin direncinin viseral adipozitedeki artis ile iligkili
oldugu diisiiniilmektedir. Insiilin direncinin sonucu olarak, iskelet kasindaki ve diger
periferal hedef dokulardaki insiilin aracili glukoz alimi azalir ve alfa hiicrelerinden
salgilanan glukagondaki artis sebebiyle karacigerdeki glukoz iiretimi ve adipoz
dokudan serbest yag asiti mobilizasyonu artar. Bu durum posprandiyal hiperglisemi
ve ardindan aglik hiperglisemisine sebep olur (Bundgaar ve ark., 2019; Al-Goblan ve
ark., 2014).

Insiilin direnci plazmadaki serbest yag asitlerini yiikseltir. Bunu kas
hiicrelerine glukoz transportunu azaltip, yaglarin parcalanmasi arttirarak ve bunun
sonucunda hepatik glukoz iiretiminde artisa yol acarak gerceklestirir. Insiilin direnci
ve pankreatik beta hiicresi disfonksiyonu T2DM olusumu igin gereklidir. Insiilin
sekresyonunda bulunan genetik abnormaliteler, siurekli olarak kan glukozunun
yiiksek olmasi ve zaman icinde bu durumun devam etmesi beta hicrelerinin
disfonksiyonel hale getirir. Beta hiicresi disfonksiyonunun siirekli olarak kotiilesmesi
T2DM olusumunun en Onemli sebeplerindendir. Literatiire gore, beta hiicresi
disfonksiyonu instlin sekresyonunda azalmalara yol agtik¢a aglik kan glukozu ve
postprandiyal kan glukozu yiikselecektir. Takiben karacigerdeki glukoz {iretiminin
inhibisyonu esliginde hepatik glukoz alimi ve kas hiicrelerinin glukoz aliminda
azalmalar olusacaktir. Kan glukozunun daha da artmasiyla hastalik kétiiye gidecek,
beta hiicrelerinde olusacak glukotoksik etki ile insiilin alimi ve periferal doku

sensitivitesi olumsuz etkilenecektir (Al-Goblan ve ark., 2014).

Serbest yag asitlerinin insiilin direnci ve beta hiicre fonksiyonunun
bozulmasinda ¢ok onemli bir yeri vardir. Esterlesmemis serbest yag asitlerindeki
artis T2DM ve obezitede karsilasilan insiilin direnciyle iliskilidir. Insanlarda plazma

serbest yag asitlerindeki akut yiikselmenin ardindan insiilin direnci olugsmaya baslar.
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Ayn1 mantikla, antilipolitik ajanlarin kullanimiyla serbest yag asitlerinin seviyeleri
diistiigiinde periferal insiilin alim1 diizelmeye baslar. Serbest yag asitlerine stirekli
maruziyet glukozla uyarilan insiilin sekresyon yolaklarinda belirgin islevsel

bozukluklar ve azalmis insiilin biyosentezi ile iliskilidir (Al-Goblan ve ark., 2014).

Insiilin sensitivitesi ayn1 zamanda etkili bir diger faktdr olan viicut yag
dagilimindan da etkilenir. Viicut yag dagilimi daha periferal olan bireylerde insiilin
sensitivitesi santral olanlara gore daha yiiksektir. Ayrica abdominal yaglanma
subkutan yaglanmaya kiyasla daha lipolitik olarak goriiliir ve insiilinin antilipolitik
etkisine kars1 kolayca yanit vermez. Bu durum intra-abdominal yagi insiilin direncine

ve T2DM’ye yol agmak agisindan daha 6nemli kilar (Al-Goblan ve ark., 2014).

44.1. Leptin

Leptin ilk defa Zhang ve ark. tarafindan 1994 yilinda kesfedilmistir. Molekiil
agirligr 16 kDA olan leptin, 167 aminoasit igeren protein yapisinda bir hormondur.
Leptin Gretiminden sorumlu olan ob/ob geni insanlarda 7. kromozomun uzun
kolundadir. Leptinin baslica fonksiyonu, beyinde negatif “feedback” mekanizma ile
gida tiketimi ile enerji metabolizmasin1 diizenleyerek obezite gelisimini
onlemektir.Bu etkisini leptin, beyinde kilo artisina sebep olan anabolik sinyal
yolaklarini inhibe ederek, enerji harcanmasini uyaran katabolik sinyal yolaklarini ise

aktive ederek fazla kilo alimini 6nler (Zhang ve ark., 1994; Aslan ve ark., 2004).

Leptin, beyaz yag dokusu tarafindan iiretilip salgilanan, viicut yag kiitlesi ile
orantil1 olarak dolasimda bulunan, SSS’ne plazma diizeyiyle orantili olarak girerek
gida alimini, enerji harcamasini ve otonomik fonksiyonu diizenleyen beyindeki
reseptorii ile etkilesime giren polipeptid bir hormondur.Viicutta baslica adipoz
dokuda sentezlenmekle beraber leptin, bir miktar plasenta, gastrik epitel, iskelet kasi,
hipofiz ve meme bezi tarafindan da salgilanmaktadir. Kanda serbest halde ve
proteine bagli olarak bulunabilmekle beraber leptin aktivitesinin serbest sekli
tarafindan saglandig1 diistiniilmektedir. Bunun nedeni obez bireylerde yapilan
caligmalarda tesbit edilen leptinin biiylik oranda serbest formda bulunmasidir.

Bununla birlikte obezite durumuna serbest leptin diizeylerinde artig gozlenmesi,
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obezitenin leptin eksikliginden ziyade leptin direnci ile iliskili oldugunu

gostermektedir (Aslan ve ark., 2004).

Viicut yag kiitlesi ile beraber viicut yag indeksi, leptin diizeylerinin
belirlenmesinde en etkili faktorlerdir. Bununla beraber leptin sentezi izerine insulin,
glukokortikoidler ve prolaktinin uyarici; tiroid hormonlari, katekolaminler, biiytime
hormonu ve serbest yag asitleri ise inhibitdr etkilidirler.  Leptinin, enerji
homeostazisinin diizenlenmesinde de etkili oldugu bilinmektedir, hiperfaji ve kilo
alimin1 artmasi leptin direnci ile iliskilidir. Bununla birlikte, son yillarda leptinin
sadece enerji dengesinin dizenlenmesinde degil ayni1 zamanda glukoz homeostazinda

da rol oynadig1 gosterilmistir (Meek ve Morton, 2012).

4.5. Fibroblast Buyume Faktoria 21 (FGF21)

FGF ailesi, dizi homolojisine ve filogenisine dayanarak yedi alt aileye
boliinebilen yapisal olarak benzer 22 tiyeden olusur. FGF15 / 19, FGF21 ve FGF23
dahil FGF19 alt familyasinin {yeleri, karbonhidratlarin, lipidlerin, fosfatlarin ve D
vitamini metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli endokrin fonksiyonlara sahiptir
(Fukumoto 2008). Cogu FGF, FGF reseptorlerine (FGFR) kararli bir sekilde
baglanma i¢in heparin gerektirir. Heparin baglama bolgesinden yoksun endokrin
FGF19 alt familya proteini, hiicre zarma niifuz etmesini ve dolasima girmesini
saglayan daha diisiik bir heparin baglama kapasitesine sahiptir FGF21 sinyal iletimi
icin, FGF21’nin FGFR ve yardimci reseptoriine baglanmasi gerekir. FGF21 ve
FGF19'da, B-Klotho proteini ortak reseptor gorevi gorur (Zhang ve ark 2018).
Bugiine kadar farkli FGF-baglayic1 6zelliklere sahip olan dort adet FGFR (FGFR1-
FGFR4) tanimlandi. Ornegin, FGF21, esas olarak FGFRI1 ile islev goriir, ancak
FGFR ve P-Klotho da FGF21 sinaylinin olugsmasi i¢in gerekli olan iki anahtar
bilesendir. FGF21, N-terminalindeki FGFR'lerle etkilesime girer ve C-terminalindeki
B-Klotho'ya baglanir. B-Klothonun FGF21'in in vivo etkilerine aracilik eden bir
reseptor oldugu gosterilmistir. FGFR1 yaygin olarak ifade edilir, ancak B-Klotho
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ifadesi beyaz ve kahverengi yag dokusu, karaciger, pankreas ve merkezi sinir sistemi

dokularinda ile smirlidir (Yie ve ark., 2009).

Normal kosullar altinda, FGF21 karacigerde, pankreasta ve beyaz ve
kahverengi adipoz dokularda iiretilirken, diger dokularda ve organlarda ekspresyonu
ve sentezi diisiiktiir. Ayrica, pankreastaki FGF21’in, pankreas [ hiicrelerinin

fonksiyonunu koruyucu etkili oldugu gosterilmistir.

FGF21 dolasima verilebildigi gibi ayn1 zamanda lokal olarak otokrin veya
parakrin mekanizmalarla islev gosterebilir. Aclik gibi fizyolojik degisikliklerde,
karaciger, FGF21'i dolagima salgilayan tek organdir (Vandanmagsar ve ark., 2016) .

4.6. Diyabet Gelisimindeki Epigenetik Faktorler

Genetik, epigenetik ve genetik olmayan faktorlerin tip 2 diyabetin
patogenezini etkiledigi bilinmektedir. Tip 2 diyabet i¢in genetik olmayan risk
faktorleri, yas, fiziksel hareketsizlik ve obeziteye neden olan enerji bakimindan
zengin diyetlerin tiiketimini igerir. Tip 2 diyabet riski ile iligkili yiiziin {izerinde
genetik degisken tanimlanmis olsa da, kalitim derecesinin sadece az bir kismi1 heniiz
aciklanabilmigtir. Tip 2 diyabet kalitim derecesi i¢in diger agiklamalar, epigenetik
modellerde yapilan degisiklikleri icermektedir. Epigenetik modifikasyonlar, DNA
metilasyonu, kodlayict olmayan RNA'yr (noncoding RNA) ve histon
modifikasyonlarini icerir. Bu modifikasyonlar hastaliga yatkinlikla iligkili olabildigi
gibi bir hastalik gelistikten sonra olusabilir (Davegérdh ve ark., 2018).

DNA metilasyonu, omurgali hayvanlarinda, bitkilerde ve mantarlarda g¢esitli
biyolojik islemlerin diizenlenmesinde yer alan, kalitsal ve geri dontigiimlii bir sekilde
sitozin kalitilariin kovalent modifikasyonunu icerir. DNA metilasyonu en yaygin

ve en 1yi anlagilan epigenetik belirtectir.

DNA metilasyonu, DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri yoluyla

gerceklesir ve metil grubunun S-adenil metiyonin (SAM) donodrunden, CpG
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diniikleotitlerindeki sitozin halkalarinin 5 'pozisyonuna transferini igerir. Bu iglem
DNA'da degisimlere neden olur ve boliinen hiicrelerde hiicre sikliisiiniin S-fazindan

sonra oldukga aktiftir.

CpG (CG) bolgeleri DNA'da, bir sitozin niikleotidinin, 5 '— 3' dogrultusu
boyunca bir guanin ile takip edildigi ve yogun sekilde metillendiklerigenom boyunca
yayilan bolgelerdir. CpG bolgeleri, CpG adalart (veya CG adalar1) olarak
adlandirilan genomik bolgelerde yiiksek siklikta ortaya ¢ikar. Bu adalar, yiuksek GC
igerigi olan kisa DNA uzantilarin1 temsil eder ve gen susturulmasinda énemli roller
oynar. Inaktif genlerdeki CpG sekanslari, ekspresyonlarini bastiracak sekilde
genellikle metillenmistir. Gen promotdrlerinin ¢ogunda CpG adalart vardir ve
bunlarin fareler ve insanlar arasinda yiliksek oranda korunmalari, bu bdlgelerin

islevsel bir 6neme sahip olduguna isaret eder (Davegardh ve ark., 2018).

4.6.1. DNMT3A

DNA metiltransferazlar (DNMT'ler), DNA'ya metil gruplart eklemekten
sorumlu enzimlerdir. DNMT1 replikasyon sirasinda metil gruplarini hemimetile
edilmis DNA'ya baglar, oysa DNMT3A ve DNMT3B, metillenmemis DNA'nin CpG
diniikleotitlerine metil gruplari ekleyebilir. DNMT3A ve B de nova metilasyonundan
sorumludur (Sekil X). Sitozinlerde gerg¢eklesen de nova metilasyon isleminde, DNA
metiltransferazlar1 3A (DNMT3A) ve 3B (DNMT3B) ile DNA metilasyonu genom
regiilasyonu ve gelisimi i¢in esastir. Dnmt3a ve Dnmt3b DNA metiltransferazlar
kodlayan genlerdir. Bu siirecin diizensizligi, 6zellikle kanser olmak iizere gesitli
hastaliklarda ortaya c¢ikar. DNA'nin, sitozin kalintilarinin metilasyonuyla kovalent
modifikasyonu, omurgali hayvanlarda, bitkilerde ve mantarlarda ¢esitli biyolojik
islemlerin diizenlenmesinde rol oynayan kalitsal ve geri doniisiimlii bir epigenetik

islemdir (Davegardh ve ark., 2018).
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OO =
DNMT3A
DNMT3B

Sekil 1:DNA metiltransferazlarin  (DNMT) replikasyonda (A) ve De Nova
Metilasyonda Islevleri (Luczac ve Jagodzinski, 2006)

Memelilerde, DNA metilasyonu normal embriyonik gelisim i¢in gereklidir
ve gen ekspresyonu, genomik baskilama, kromatin modifikasyonu ve endojen
retrovirlislerin susturulmasi i¢in 6nemli rol oynar. Degismis DNA metilasyon

paternleri, timdr gelisim siirecinde gosterilmistir (Okano ve ark., 1999).

Yapilan son ¢aligmalarda, tip 2 diyabetli deneklerden ve diyabetik olmayan
kontrollerden alinan dokularda DNA metilasyonundafarkliliklar tanimlanmistir.
Bununla birlikte, tip 2 diyabetli kisilerden aliman dokulardaki histon

modifikasyonlarindaki bilgisi sinirhidir.

DNMT3A insan ve fare adipositlerinde insiilin direnci geligsimine aracilik
etmistir. Fgf21, adipositlerde bir Dnmt3a hedef geni olarak bulunmustur. Tip 2
diyabetli kisilerde DNA metilasyonunun arttigit ve bu metilasyonun adipoz
dokusunda FGF21 ekspresyonu ile negatif korelasyonlu oldugu gésterilmistir. Ote
yandan artan Fgf21 ekspresyonunun, Dnmt3a'nin indiikledigi insiilin direncini

lyilestirebilecegi One siirlilmiistiir. Dokularda yapilacak ileriye doniik prospektif
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caligmalar, metilasyonun tip 2 diyabetteki roliinii daha da destekleyecektir (You ve
ark., 2017, Davegardh ve ark., 2018) .

Yag dokusu, lipidleri depolama ve dolasima verme kapasitesi nedeniyle enerji
metabolizmasmin kontroliinde kritik bir rol oynar. Ayrica leptin, adiponektin ve
timor nekroz faktord alfa (TNFa) gibi adipokinleri salgilayarak endokrin bir organ
olarak da islev gorlir. Dolasan adipokinler gida alimini, insiilin duyarliligini ve
metabolizmay1 diizenler. Asiri lipitler, karaciger, kas ve adaciklar gibi yag dokusu
disindaki dokularda birikerek, insiilin direncine ve fonksiyon bozukluguna neden
olabilirler. Yag dokusundaki fonksiyon bozukluklart ile birlikte, obezite tip 2 diyabet
icin 6nemli bir risk faktoriidiir. DNA metilasyon diizenindeki degisikliklerin tip 2
diyabete ve obeziteye hem katki saglamasi hem de neden olmasi miimkindr.
Bugiine kadar, bircok calisma tip 2 diyabet, obezite ve bunlarla iligkili risk
faktorlerinin insan adipoz dokusunda epigenetik modifikasyonlarla iliskili olup

olmadigini incelemistir.

Karaciger, hem tokluk hem de aglik kan glukoz seviyelerini diizenlemede
bliylik bir isleve sahiptir. Karbonhidrat alimindan sonra karaciger, insiilin
stimiilasyonuna cevap olarak glikojeni depolarken, aglik sirasinda salinan glukagon,
hipoglisemiyi 6nlemek i¢in karacigerde glikojenoliz ve glukoneogenezi arttirir. Tip 2
diyabette instlin etkisi bozulmakta ve glukagon etkisi artmakta ve sonu¢ olarak
hiperglisemi gelismektedir. Insan karacigerindeki epigenetik modifikasyonlar, tip 2
diyabetde gozlenen degismis hepatik metabolizmaya genetik ve diger risk
faktorleriyle birlikte katkida bulunabilir. Karaciger, metil dondrlerin metabolik
yollarinin en aktif oldugu ve ¢ogu metilasyon reaksiyonunun gergeklestigi karbon

metabolizmasi i¢in ana organdir (Davegardh ve ark., 2018).

Obezite tip 2 diyabet icin dnemli bir risk faktéridur. Bu nedenle, obezite ile
iligkili DNA metilasyonunun diyabet gelisimine katkida bulunmasi miimkiindiir.
Birka¢ ¢alisma, yag dokusunda obezite ve DNA metilasyonu arasindaki iligkileri

tanimlamustir (Ronn ve ark., 2015, Agha ve ark., 2015).

Diyetlerin insan adipoz dokusunda DNA metilasyonu Uzerindeki etkisi de

birka¢ ¢alismada arastirilmistir. Gillberg ve ark. ‘n (2016) yaptig1 bir calismada,
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geng erkeklere 5 giin boyunca yiiksek yagl bir diyet verilmis ve adipoz dokudaki
652 CpG bolgelerinde metilasyon degisiklikleri ile birlikte aglik glikozu ve insiilin

seviyelerinin yiikselmeler tesbit edilmistir.

4.7. Tip 2 Diyabet Gelisimde inflamasyonun Rolii

Insan viicudunda metabolik ve immiin yolaklar birbirlerine bagl sekilde
calisirlar. Immiin sistem ve metabolik sistem karsilikli olarak birbirini diizenler.
Bircok hormon, sitokin, sinyal proteini, transkripsiyon faktor( ve biyoaktif lipid hem

metabolik hem de immiin rollere sahiptir (Wellen ve Hotamisligil, 2005).

Obezite 6zellikle beyaz adipoz dokudaki kronik diisiik seviyeli inflamasyon

ile 1iliskilidir. Adipoz doku bazi inflamatuar biyobelirteglerin baslica iiretim

yeridir(Lontchi ve ark., 2013).

Epidemiyolojik  caligmalar  inflamatuar  biyobelirtecler ve T2DM
komplikasyonlarinin olusumu arasindaki iliskiyi ortaya koymustur (Lontchi ve ark.,

2013).

Inflamatuar ve stres cevaplarinin insiilin direncine aracilik etti§i merkezi
mekanizma insiilin sinyal yolaklarindaki inhibisyondur. Heniiz tam olarak
aydinlatilamayan bazi yolaklarin, molekiillerin ve alternatif mekanizmalarin

varliginin da etkisi oldugu distiniilmektedir (Wellen ve Hotamisligil, 2005).

Insiilinin etki mekanizmas1 gz oOniine alindiginda, insiilin hiicre zarinda
kendi reseptoriine baglanir. Uyarilmis olan insiilin reseptdrii kendisini ve bazi
substratlar1 fosforilasyona ugratir. Bu substratlar arasinda insiilin substrat reseptor
ailesi (IRS) de bulunmaktadir. Bunu takiben sirali sinyal iletimi olaylar1 gerceklesir.
Hicrelerin yuksek diizeyde TNF-alfa ve serbest yag asitlerine maruz kalmasinin
etkisiyle bu olaylarda gerceklesen inhibisyon, inflamatuar etkinin insiilin direncine

yol actig1 baglica mekanizmadir (Wellen ve Hotamishgil, 2005).

Ayrica obezitenin, endoplazmik retikulumun fonksiyonel kapasitesini asici

etki gostererek olusturdugu stresin  ve obezite durumunda artan glukoz
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metabolizmasinin mitokondriyel ROS iiretiminde yarattig1 yiikselmenin, inflamatuar
sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agarak insiilin direncine sebep oldugu
gosterilmistir (Wellen ve Hotamisligil, 2005).

Inflamatuar yolaklar hedef alinarak yapilacak ¢alismalarin biiyiik ihtimalle diyabet
ve diyabete bagli  komplikasyonlarin  Onlenerek  kontrol  edebilecegi

diistintilmektedir(Lontchi ve ark., 2013).

4.7.1. interlokin 21(1L-21)

Obezite, insulin direnci ve tip 2 diyabet, anormal sitokin iiretimi, artmis akut
faz reaktan1 ve mediyatdrleri, inflamatuar sinyal yolaklarinin aktivasyonlar1 seklinde

tanimlanan kronik inflamasyon ile yakindan iligkilidir (Fabrizi ve ark., 2014).

IL-21 dendritik, CD8+ T, B ve NK hiicrelerin ¢ogalip ve farklilasmasiyla
ilgili  fonksiyonlart1 bulunan proenflamatuar etkisi oldugu bilinen bir
sitokindir.Bununla beraber 1L-21 bagisiklikla ilgili reaksiyonlari hem uyarabilir hem
de baskilayabilir. Bu nedenle de IL-21’in biyolojik fonksiyonlari aslindan daha
karmasik niteliktedir (Yarim ve Kazak 2016).

Obezite immiin hiicre infiltrasyonuna sebep olarak kronik diisiik seviyeli
inflamasyonu provoke eder. IL-21 kronik inflamasyonun indiklenmesinde ve
strddrilmesinde rol oynar. IL-21, regiilatuar T hiicrelerinin farklilasmasi ve
aktivitesi Uzerinde negatif etkiye sahiptir. IL-21in, regiilatuar T hiicrelerinin immiin
baskilayic1 ozelligini ¢esitli dokularda etkisiz hale getirdigi in vivo ve in vitro
caligmalarda gortilmiistiir. Ayrica, IL-21’in adipoz dokuda aclik lipolizinin
transkripsiyonel regilatori olan IRF4 (interferon regulatuar faktor 4) (zerinde
olumsuz etkisi vardir. Ozetle, IL-21, IRF4 ve regllatuar T hiicresi aktivitesi tizerinde
olumsuz etki yaparak obezite durumuda adipoz doku inflamasyonuna katki saglar
(Fabrizi ve ark., 2014).

Son donemlerdeki caligmalar regiilatuar T hiicrelerinin obeziteyle iliskili olan
inflamasyonu ve buna bagli olarak insiilin direncini baskilamada rolii oldugunu

gostermistir. Reglilatuar T hiicrelerinin sayis1 obeziteyle azalmaktadir. Obez
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farelerde ise bu hicrelerin desteklenmesinin insiilin direncini iyilestirici etki
gostermektedir. 2014 yilindaki bir calismada, obez bireylerin stromal vaskiiler
fraksiyon Ornekleri ve yiiksek yag ile beslenmis farelerin adipoz dokularinda diger
inflamatuar belirteclerle paralel olarak IL-21 ve IL-21 reseptor mRNA’s1
ekspresyonlarinda artis gozlenmistir. Ayn1 zamanda, IL-21 knock out farelerden
olusan yiiksek yagl diyetle beslenerek obezite modeli olusturulmus farelerde, wild
type farelere gore daha diisiik beden agirhigi, adipozite ve hepatik inflamasyon ve

daha yiiksek insiilin sensitivitesi, gdzlenmistir (Fabrizi ve ark., 2014).

4.7.2. Tumor nekroz faktoru alfa (Tnf-alfa, Tnf-a)

Tumor nekroz faktori alfa (TNF-a), sistemik enflamasyonda rol oynayan ve
akut faz reaksiyonunu stimile eden bir adipositokindir. TNF-a, temel olarak
makrofajlar ve ayrica adipositler dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli diger hiicreler
tarafindan salgilanir. TNF-o insiilin transdiiksiyonunu inhibe eder ve glukoz
metabolizmasi {lizerinde etkilidir. TNF-a metabolizmasindaki bozukluklar obezite ve
insiilin direnci gibi metabolik bozukluklarda rol oynamaktadir (Swaroop ve ark.,
2012).

Ik olarak yag dokuda makrofajlardan elde edildigi tamimlananTnf-a, immiin
isleyisi diizenleyen ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir (Frithbeck ve ark., 2001; Juan ve
ark., 2001).

Tnf-aislevlerini Tip 1 ve Tip 2 TNF-a reseptorleri lizerinden gosteren 26 kDa
agirhiginda bir serum proteinidir. En onemliliretim yerleri; T lenfositler, uyarilmis
makrofajlar ve dogal o6ldiiriicli(natural killer) hiicrelerdir. Az miktarda ise diiz kas
hiicreleri, bag dokusu hiicreleri ve kanser hiicrelerinde iiretilirler (Naylor ve ark.,

1993).

TNF-a salgi proteini olmasmin yam sira transmembran proteini olarak da

iretilir ve homotrimerik yapiya sahiptir (Li ve ark., 2000).
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TNF-a kompleks islevleri olan bir sitokindir. TNF-a’nin bdlgesel salinimi
akut hastalik durumlarinda viicut igin yararhidir. Bu faydasini vaskiiler endotel
tabakasindaki adhezyon proteinlerinin yapimini artirarak, noétrofil ve makrofajlar
basta olmak {izere bagisiklik hiicrelerinin enfekte olmus veya doku tahribatina
ugramis bolgeye gogiinii saglayarak gosterir. Ayrica TNF-o fagositleri uyararak
onlarin patojenleri ve yikim sonrasi olusan hiicre pargalarini yok etmelerine araci
olur. Bunlarin yani sira yiiksek konsantrasyonda TNF-o’ya uzun siire boyunca maruz
kalmanin sonucunda ciddi hasarlar olusabilir. Yiiksek TNF-a miktarinin toksik sok
ve travma hastalarinda metabolizmahasariile iligkili oldugu saptanmistir (Tracey ve

ark., 1986).

TNF-a, reseptorleri ile baglantt kurdugunda iki farkli sinyal iletim
mekanizmasin1  uyarilabilir:  Birincisi NF-xB  (Niikleer Faktor Kappa B)
aktivasyonudur. NF-kB hiicre ¢ogalmasi, hiicre canliligi, bagisiklik sistemi, apoptoz
ve farkli proteinlerin transkripsiyonel diizenlenmesinde gorev alan bir transkripsiyon
faktorudir. NF-xB hematopoietik hiicrelerin ya da solid tiimorlerin gelismesinde
gorev alir. Saglikli hiicrelerde NF-«xB aktif degildir. ikincisi ise MAPK (Mitojen
Aktive Protein Kinaz) yolaginin aktive edilmesidir. MAP Kinazlar, hiicre zarindan
nukleusa bilgi iletilmesinde 6nemli bir rol Gstlenirler. MAP kinaz sinyal iletimi yolu
embriyogenez, hiicre canlili§i, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmas1 ve
apoptozun regulasyonunda gorev yapar. MAP kinazlar; p38 MAP kinaz ailesi,
Ekstraselluler sinyalle diizenlenen kinazlar (Extracellular signal regulated kinase=
ERK) ve c-Jun NHa-terminal kinazlar (JNK) olmak iizere ii¢ ana gruptan olusur.
MAP kinaz sinyal iletim yolu reseptor bagimli sinyalin hiicre igerisine

ulastirilmasindan sorumlu olan bir kinaz kaskadi olarak islev gortir(Platanias, 2003).

TNF-o  kanserin diizenlenmesinde, hiicre diferansiasyonunda, ¢esitli
enfeksiyonlara kars1 immiin yanit olusturulmasinda gorev almasinin yani sira; yiiksek
dozlarda salgilanmasi insanlarda insiilin direnci, alerji, septik sok, ve otoimmin

hastaliklar gibi farkli semptomlara yol acabilir (Abbas ve ark., 2000).
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4.8. Tip 2 Diyabette Oksidan-Antioksidan Durum

Oksidatif stres ve kronik inflamasyon, diyabet gibi metabolik hastaliklarin
olusumuyla iligkilidir. Krebs dongiisii ve resperatuar zincir gibi metabolik yolaklarin
calismasi sonucunda reaktif oksijen tiirleri (ROT) agiga c¢ikar ve bu da serbest
radikallerin sentezine sebep olur. Oksidatif stres, hiicre ve dokularda asir1 ROT
tiretimi ve bunun biyolojik sistem tarafindan detoksifiye edilememesi sonucu
oksidatif ve antioksidatif sistemlerin arasindaki dengenin bozulmasidir. Bunun

sonucunda olusan hasarin yikic etkileri olabilir (Newsholme ve ark., 2016).

Oksidanlarin hiicresel proliferasyonda ve konak savunma
mekanizmalarindaki fizyolojik roliinden dolay1 birgok organizma ROT dretimi
olmadan veya belirli bir homeostatik seviyenin altindaki ROT seviyelerinde
yasayamaz. Bu yiizden, yasayan organizmalar ROT un potansiyel zararli etkilerine
adapte olabilmenin yaninda onlardan faydalanabilmek icin c¢esitli mekanizmalar
gelistirirler. Ornegin, bir ROT olan hidrojen peroksit ve stiperoksit anyonu glukoz ile
uyarilan beta hiicresi insiilin sekresyonunun diizenlenmesinde ve beta hiicrelerindeki
sinyal yolaklarinda potansiyel role sahiptir. Ancak asirt miktardaki ROT hucresel
lipid ve proteinlerin yapt ve fonksiyonlarinda degisimlere yol agarak, enerji
metabolizmasinda, hiicresel sinyallerde, hiicresel gelisim evrelerinin kontrolinde,
hiicresel transport mekanizmalarinda bozulmalara sebep olur ve immiin aktivasyonla

birlikte inflamasyonu ortaya ¢ikarir (Newsholme ve ark., 2016).

Yiiksek karbonhidrat ve yagl diyetler beslenme kaynakli oksidatif stresin
kaynagi sayilir. Ciinkii lipid peroksidayonu ve protein kaybonilasyonunu
yukseltmekle birlikte antioksidan defansi zayiflatir. Obezitede kronik oksidatif
stresle iligkili olan inflamasyon ve bunun altinda yatan faktorler metabolik yolaklarin
regulasyonunda problemler, sinyal iletiminde bozulmalar, insulin sekresyonu ve
fonksiyonunda ve immiin yanitlarda bozulmalara yol acarak diyabet, diyabete bagh
sekonder komplikasyonlar, ateroskleroz, kardiyomiyopati ve koroner kalp hastaligi
gibi patolojilere yol agarlar. Asirt ROT sentezi hedef dokularda bozulmus insiilin

sinyaline ve azalmis insiilin sekresyonuna yol acar. Bunun sebebi artmis glukoz ve
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yag asiti oksidasyonunun mitokondriyal ve metabolik disfonksiyonu destekleyerek

oksidatif strese yol agmasidir (Newsholme ve ark., 2016).

Beta hucrelerinde glutatyon peroksidaz, katalaz, thioredoksin, stperoksit
dismutaz gibi serbest radikal detoksifikasyonunu saglayict ve redoks diizenleyici
enzimlerin azalmasi peroksit gibi ROT’larin birikimine yol agar (Newsholme ve ark.,

2016).

Yiikselmis resperatuvar aktivite, elektron transport ve nikotinamid adenin
dinlikleotid fosfat oksidaz aktivitesi [NAD(P)H] beta hicrelerindeki ROT
konsantrasyonlarinin hizlica artmasina ve zararli seviyelere ulasmasina sebep olur.

Bu durum diyabet patogeneziyle dogrudan ilgilidir (Newsholme ve ark., 2016).

Ayrica ROT’un agirt iiretimi hiicresel fonksiyonlar1 bozucu etkisiyle bobrek,
periferal sinirler, g6z ve damarlarda hicresel 6lumleri indikler (Newsholme ve ark.,
2016).

Klinik T2DM c¢alismalarinda hastaligin  derecesine bagli  olarak
malonilaldehit, tiobarbiturik asit reaktif maddeleri, 8-izoprostan, okside LDL, lipid
hidroperoksit ve oksisterol gibi belirteglerde degisimler goriilmiistiir. Ornegin,
T2DM hastalarinin tirinlerinde arasidonik asitin ROT tarafindan oksidasyonu sonucu
yikselen 8-izoprostan olusumu kan glukozuyla pozitif korelasyon halindedir
(Newsholme ve ark., 2016).

ROS aracilt protein modifikasyon mekanizmalarinda protein glikasyonu,
karbonilasyon, nitrozilasyon ve glutatyonilasyon bulunur. HbAlc ROT aracili
protein modifikasyon iiriinlerinden baslicasidir ve diyabetin tanisal belirteglerinden
biridir. T2DM de oksidatif stresin protein ve lipid belirtecleri yiikselmis durumdadir
ancak tanisal amagl veya hastalik derecesini saptama amagh kullanilabilmeleri i¢in
bilinmesi gereken esik degerler heniiz tanimlanamamistir (Newsholme ve ark.,,
2016).

T2DM’de normal antioksidan defansinda bozulmalar s6z konusudur. Katalaz
hidrojen peroksitin nétralizasyonundan sorumludur ve yetersizliginin T2DM ile
iligkili oldugu bildirilmistir. Bu ylizden, hidrojen peroksit ile indiiklenen kronik

hasara beta hiicrelerinin maruz kalmasi sonucu beta hiicresi yetmezliginin ortaya
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cikabildigi diisiiniilmektedir. Ayrica, enzimatik olmayan hiicresel bir antioksidan
olarak GSH’1n de novo sentezinin L-glutamin utilizasyonuna bagli oldugu ve T2DM
hastalarinda L-glutamin dlzeylerinde disiisler oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte
GSH seviyelerinin T2DM hastalarinda azaldig1 ve sistein ve glisin takviyesiyle eski

haline geri donerek oksidatif stresi azalttig1 bildirilmistir (Newsholme ve ark., 2016)

Onemli enzimatik antioksidanlardan olan SOD, siiperoksit anyonlarin1 daha
az reaktif olan hidroje peroksit radikallerine doniistiirmekle gorevlidir ve diyabete
bagli komplikasyonlara sahip olan T2DM hastalarinda plazma SOD aktivitesi
diismiis durumdadir. Hidrojen peroksit hizlica bertaraf edilemedigi takdirde beta
hiicresinin metabolik aktivitesini baskilayarak insiilin sekresyonunu inhibe eder.
Rodentlerin pankreatik beta hcrelerinde hidrojen peroksiti detoksifiye edici ve
redoks diizenleyici enzimlerin seviyelerinde azalmalar gézlenmistir (Newsholme ve
ark., 2016).

Ozellikle dipeptid kombinasyonlarina sahip belirli aminoasitlerin besinsel
takviyeleri GSH gibi antioksidan defansin ©Onemli bilesenlerinin {iretimini
saglayabilir. Son zamanlardaki ¢alismalar inflamatuar sitokin maruziyetini takiben
verilen dipeptid L-alanil glutaminin beta hiicrelerinin fonksiyonunda  yararh
etkilerini ortaya koymustur. Ancak, aminoasitlerin ve peptidlerin diyabet
tedavisindeki potansiyel roliiniin onaylanabilmesi igin daha fazla in vivo ¢alismaya

ihtiya¢ vardir (Newsholme ve ark., 2016).

Ozetle, homeostaz ve yasamda kalabilmek icin ROS iiretiminin, hiicre ici
sinyal yolaklarinin ve doku inflamasyonun diizenlenmesi ve normal diizeyde
tutulmas1 gerekmektedir. Oksidatif stres ve inflamasyonun obezite ile provoke
edilmesi metabolik hastaliklar ve diyabet progresyonunda anahtar faktordiir. Insiilin
direnci ve bozulmus beta hiicresi insiilin sekresyonu obezite ve T2DM’de asir1 besin
tiketimi sonucu bozulan disfonksiyonel redoks dengesinin sonucudur. Obezite ve
asir1 besin tiiketimi insiilin direncine direkt olarak kas, karaciger, adipoz doku ve
instlin sinyaline etki yaparak yol acar. Beta hucreleri insulin direncinin tstesinden
gelebilmek ve normoglisemiyi siirdiirebilmek i¢in insiilin alinimint arttirirlar. Ancak
ayni zamanda oksidatif hasarin etkisi altinda kalirlar ve immiin hiicre filtrasyonu ve

sitokin {iretiminin daha da artmasina sebep olurlar. En sonunda beta hiicrelerinin
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yikimi gergeklesir ve insiilin iiretimi devamli olarak yetersiz hale gelir. Bu kaskadi
Onleyebilmek igin beslenmeye midahale ve egzersiz gerekmektedir. BOylece insilin
sensitivitesi iyilestirilir ve kilo kaybiyla birlikte kan glukoz seviyeleri diizelir ve
bunun sonucunda hiperglisemi ile indiiklenen oksidatif stres seviyesi diiser.
Prediyabet hastalarinda spesifik, stabil, giivenilir biyobelirteclerin erken saptanmasi,
yasam tarzina zamaninda miidahale ederek diyabetik komplikasyonlardan

kagiabilmek i¢in 6nemlidir (Newsholme ve ark., 2016).

4.9. Tatlandiricilar

Tatlandiricilar, besleyici olan ve besleyici olmayan (diger adiyla alternatif
tatlandiricilar) tatlandiricilar olmak iizere ikiye ayrilir. Besleyici olan tatlandiricilarin
viicuda sagladig1 kalori degeri vardir ancak alternatif tatlandiricilarin viicutta kalori
degeri yoktur. Tatlandiricilar, seker ve seker alkolleri ve alternatif tatlandiricilar
lizere li¢ grupta toplanabilir. Seker ve seker alkolleri kalorik degerleri sebebiyle
besleyici olan tatlandiricilar grubuna girer. Seker grubunda laktoz, maltoz, glukoz,
stikroz, degistirilmis seker (glukoz ve fruktoza pargalanmis halde bal ve benzeri
gidalarin igerisinde bulunan siikroz tipi seker) ve fruktoz bulunur. Seker alkolleri
grubunda ise, sorbitol, mannitol, ksilitol, maltitol vardir. Kalorik degeri olmayan
alternatif tatlandirici grubunda ise aspartam, asesiilfam K, sakkarin, siikraloz,
neotam, tagatoz ve siklamat bulunur. Ticari olarak erisilebilir olan yiiksek fruktoz
misir surubu misir nigastasina yiiksek enzimatik ve asit manipiilasyonlar1 yapilarak
elde edilir. Seker allkolleri ortalama olarak gram basma 2,6 kilokalori enerjiye
sahiptirler. Tatlandiricilar, gida giivenligi yoniindenFDA(Besin ve ilag yonetimi,
Food and Drug Administration) tarafindan degerlendirilir. FDA tarafindan
tatlandiricilar i¢in olusturulanADI(Acceptable Daily Intake, Kabul edilebilir gtnlik
alim diizeyi)kisinin giin i¢inde alabilecegi tatlandirici miktarinin giivenli araligidir.
ADI degeri laboratuvar hayvanlan iizerinde yapilan ¢alismalarda olumsuz bir etki

goriilmeyecek maksimum alim diizeyinin 100 kat azidir (Wardlaw ve Smith, 2011).

Glinlimiizde bazi alternatif tatlandirict FDA tarafindan onaylanmig

durumdadir. Bunlar sakkarin, siikraloz, aspartam, asesiilfam K ve neotamdir.
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Siklamat 1958’de kesfedildiginde GRAS olarak degendirilmis ancak 1969°da
diyetteki yiiksek konsantrasyonlarmin ratlarda mesane kanseri ile iligkili oldugu
anlasildigr i¢cin ABD’de kullanimi yasaklanmistir. Fizyolojik ilgiyisorgulayan
caligmalar yapilmigsa da bu tatlandirict ABD’de yasaklanmis halde kalmistir.
Siklamat EU tarafindan onaylanmistir ve 100’den fazla iilkede kullanilmaktadir

(Mattes ve Popkin, 2009).

Yiiksek oranda siikroz igeren diyetlerin kilo alimina sebep oldugu ve saglikli

bireylerde glukoz toleransina olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. fruktozun asir
tilketiminin de fazla kilolu bireylerde ve ailesinde T2DM &ykiisii olan saglikli
bireylerde dislipidemi, ektopik lipid depolanmasi, viseral adipozite artisi, insiilin
sensitivitesinde diislise sebep oldugu anlasilmistir. (Anton ve ark., 2010)
Hayvan modellerinde, yiiksek glisemik diyetlerin ve fruktozun asiri tiikketiminin
bircok metabolik komplikasyonu indiikledigi, bunlarin i¢inde hiperinsiilinemi,
hiperglisemi, hipertansiyon ve insiilin direncinin bulundugu gosterilmistir (Anton ve
ark., 2010).

Ayrica, insan c¢alismalarinda fruktoz inflizyonlarimin hepatik insiilin
rezistansini indiikledigi gosterilmistir. Seker igeren yiyecek ve igeceklerin tiiketimini
Oglinlin ve diyetin glisemik indeksini ektiler. Ayrica, asir1 kalori ve yliksek glisemik
indeksli besin alimi postprandiyal insiilin ve glukoz diizeylerini yiikselterek aghigi
uyarict metabolik ve hormonal degisimlere yol acar ve yag depolanmasina yol agar.
Siikrozla tatlandirilmis igeceklerin ve yiiksek siikroz igerikli diyetlerin viicut agirligi
Uzerine olumsuz etkilerine ve diyabet, kardiyovaskiiler hastalik, kanser gibi
hastaliklarla iligkisine dair giderek ¢ogalan kanitlar sonucu Amerikan Kalp Birligi
(Amerikan Heart Association) harici seker alimimin azaltilmasi gerektigini
belirtmistir. (Anton ve ark., 2010)

Alternatif tatlandiricilarin, 6zellikle aspartamin, enerji alimi ve viicut agirhig
tizerinde etkileri hakkindaki bulgular karigiktir. Bir¢cok ¢alismada aspartamin besin
alimin1 azaltarak agirlik kontrolii sagladigr goriilmiisse de, baska c¢alismalarda
aspartamin tam aksine istahi uyarisi etkisine bagli olarak kilo alimina yol agtig
gozlenmistir. Siikroz ve alternatif tatlandiricilar iceren yiyecek ve igeceklerin

tilketimindeki artis sebebiyle, cesitli tatlandiricilarin besin alimi, tokluk, glukoz ve
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inslilin diizeyleri tizerine etkilerini arastirmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir
(Anton ve ark., 2010).

Kalorik degeri olmayan alternatif tatlandiricilar, diyetlerimize birkag¢ on yil
once girmistir. Uzun donem patolojik etkiler ve akut toksisiteler agisindan
degerlendirilip giivenlik agisindan onaylansalar da, istah, enerji dengesi, beden
agirhi@ tizerindeki etkileri tam anlamiyla tanimlanmis halde degildir (Mattes ve
Popkins, 2009).

Asiri kilo ve obezite kaygisinin yayginlasmasina ve alternatif tatlandiricilarin
ulagilabilir olmasina ragmen, harici kullanimlari iirlin-i¢i kullanimlartyla birlikte
degerlendirildiginde, populasyonun sadece %15’i alternatif tatlandiricilar
kullanmaktadir. Ancak bu oran gittikce biiylimektedir. Akut donem beslenme
calismalar1 neredeyse hi¢ enerji saglamayan alternatif tatlandirici iirlin igeriklerinin
artmig aglikla iliskili oldugunu gostermistir. Ancak takip eden caligmalar bu igerigin
enerji saglayan bir iirlinlin i¢inde var olmasi halinde bu etkinin olmadigini ortaya
koymustur. Cilinkii alternatif tatlandirict iceren icecekler genelde besinlerle tiiketilir
ve bu durumda aclig1 siddetlendirici etkisi goriilmez. Ayrica, siddetlenmis agligin her
zaman enerji alimina sebep olup olmadigi da tartisilir durumdadir (Mattes ve
Popkins, 2009).

Uzun vadeli beslenme deneylerine gore, alternatif tatlandiricilarin diyette
enerji degeri olan tatlandiricilarin yerine gegmesi % 5-15 giinliik enerji alimi
diisiisiine sebep olmustur. Ancak alternatif tatlandiricilarin, bireylerde kilo kaybi
veya kilo korunmasini iyilestirdigine yonelik yeterli kanit yoktur (Mattes ve
Popkins, 2009).

Alternatif tatlandiricilarin  sefalik faz yanitlarini aktive ederek, osmotik
dengeyi degistirerek veya besinin yenilebilirligini iyilestirerek istahi arttirdigina
yonelik net bir kanit yoktur. Aksine, 6zgiir yasayan bireyde tokluk hormonlarinin ve
enerji altmmin arasindaki iligki tartismaya acik olsa da, alternatif tatlandiricilarin
tokluk hormonlarini uyardigina dair bir¢ok kanit vardir (Mattes ve Popkins, 2009).
Derleme ¢aligmalarina gore, alternatif tatlandirict kullanimmin yiyecek ve
iceceklerde daha yiiksek tatlandirict icerikli segeneklere bireyleri yonlendirebilecegi
diisiiniilmekte ancak bunun toplam enerji alimin diisiirmeye yonelik ¢abalara negatif

etki yapip yapmayacagi heniiz bilinmemektedir. (Mattes ve Popkins, 2009)
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Ozetle, alternatif tatlandiricilarin  enerji  verici tatlandiricilarla  yer
degistirilerek kullanildiklarinda kilo yOnetimini kolaylastirict potansiyeli oldugu
anlasilmis ancak bu sekilde kullanilip kullanilmayacaklart net olarak
anlagilamamistir. Bunun anlagsilabilmesi i¢in, alternatif tatlandiricilarin kullanim
paternleri ve amaca yonelik mekanizmalarda olumsuz etki yapacak etkenler hakkinda
bilgiye ihtiya¢ duyulmakla birlikte, 6zgiir yasayan denekler lizerinde uzun dénem

randomize kontrollii deneyler yapilmasi gerekmektedir (Mattes ve Popkins, 2009).

4.9.1. Stevia rebaudiana

WHO, yetiskin ve cocuklarin ilave seker tiiketiminin beslenmenin toplam
enerjisinin %10’undan azina tekabiil etmesi gerektigini hatta %5’inden daha az
olmasmin ise saglik acisindan yararli olacagini belirtmistir. Giiniimiizde seker
tilketimini diigiirmeye yonelik kiiresel politikalar seker yerine LNCS’in (low and no
calorie sweeteners, diisiik ya da sifir kalorili) ilgi odagi olmasini saglamistir (Samuel
ve ark., 2018).

Pereniyel bir bitki olarak Stevia rebaudiana, dogal olarak Paraguay ve
Brezilya basta olmak iizere, Kuzey Amerika, Asya ve Avrupa’da yetismektedir. Bu
bitkinin diinyanin geri kalaninin ilgisini ¢cekmesi ilk olarak bitkinin 6zelliklerini
yerel halktan 6grenen Moises Santiago Bertoni tarafindan 1887°de gerceklestirildigi
i¢in, bitkinin ad1 Stevia rebaudiana Bertoni olarak da ge¢cmektedir (Samuel ve ark.,
2018).

On yillar boyunca bdlgenin yerel halki tarafindan tatlandirict amaglh ve anti-
diyabetik etkilerinden yararlanmak amaciyla kullanilmis olmakla beraber;
uriinlerindeki %95°tan fazla olan yiiksek saflik derecesiyle Avrupa Birligi ve
Amerika Birlesik Devletleri tarafindan kullanimi onaylanmistir (Anker ve ark.,
2019).

Steviol glikozitler bitkideki steviol adi verilen aglukon iskeletine bagli, cesitli
sayr ve tirde seker grubu baglayabilen (glukoz, fruktoz, ramnoz, ksiloz,
deoksiglukoz) 4 halkali diterpen yapilardir (Samuel ve ark., 2018).

Stevia rebaudiana’dan elde edilen ve tatlandirici amagh kullanilan  steviol

glikozitlerinin anti diyabetik etkilere sahip oldugu disiiniilmektedir. Stevia
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rebaudiana’nin tanimlanmis 40°tan fazla steviol glikoziti var olmakla birlikte, Stevia
rebaudiana’nin yapraklarinda en yiiksek miktarda bulunan steviol glikozitler

Stevioside ve Rebaudioside A’dir (Samuel ve ark., 2018).

Bu glikozitler kimyasal yap1 bakimindan birbirlerine ¢ok benzemelerinin
yanisira, 0,4 M siikrozdan 200-300 kat daha ¢ok tatlandirict etki gdsteren kalori
icerigi olmayan glikozitlerdir (Anker ve ark., 2019).

g - Gle(3-1)

O— B - Glc - § - Gle(2-1) 0 — B -Glc - - Gle(2-1)

Sekil 2: Steviol glikozitlerin iskeleti (A), Stevioside (B), Rebaudioside A (C) (Anker
ve ark., 2019)

Resim 1: Stevia rebaudiana (Carrera-Lanestosa ve ark., 2016)

Dogal tatlandiric igeriginin yanisira, Stevia rebaudiana’nin terpen, tanin,
sterol, ugucu gaz, vitamin, karoten, flavonoid, enzim, organik asit, polisakkarit,
hormon, protein, lif, lipid, monosakkarit C vitamini, B2 vitamini, B1 vitamini,

apigenin, kersetin, izokersetin, luteonlin, klorogenik asit, kafeik asit, miosen,

42



kaemferol, kobalt, magnezyum, demir, potasyum, forfor igeriginin var oldugu da

bilinmektedir (Carrera-Lanestosa ve ark., 2016; Gupta ve ark., 2013).

Gastrointestinal sistemde steviol glikozitleri sindirme kapasitesine sahip
enzimin bulunmamasi ve asit varligi sebebiyle sindirilemeyen steviol glikozitler
kolona girdiklerinde mikrobiyota tarafindan hidrolize ugrarlar. insan, rodent ve
hemstirlarin mikrobiyotasi steviositi steviole degrade edebilecek niteliktedir. Serbest
kalan seker kisimlar1 bagirsak bakterileri tarafindan emilir ve enerji kaynagi olarak
kullanilir. Glikozit baglar1 agilir ve monosakkarit pargalari atilir, geriye sadece
aglukon kismi1 kalir. Kalan steviolun biiytik bir kism1 emilerek karacigere gonderilir
ve glukuronik asite baglanarak steviol glukuronit (SVG) olusturulur. Geri kalan
kisim fegesle atilir. Son {iriin olarak SVG insanlarda tirinle ratlarda safra ile disar
atilir (Anker ve ark., 2019). Tim bu sebeplerle, Stevianin insan metabolizmasi igin

kalori degeri yoktur(Samuel ve ark., 2018).

Steviosidin alerjik 6zelligi yoktur. Diyabet hastalar1 ve fenilketoniiri hastalari
tarafindan kullanilanilir (Genus., 2003).Saflagtirilmamis ham stevia dziitlerinin erkek
fertilitesinde hayvan calismalarinda olumsuz etkilerinin gortildiigi bildirilmistir.

Ancak (>95%) yuksek safliklar1 steviol glikozitlerinden elde edilen oziitlerin
gebeler, cocuklar, diyabetliler ve emziren annelerde kullaniminin giivenli oldugu
bilinmektedir. (Anker ve ark., 2019).Ciinkii fetal gelisimi olumsuz etkiledigine dair
herhangi bir kanit, en azindan kisa siireli kullanimi i¢in heniiz bulunmamustir.
Hayvan c¢alismalar1 erkek iireme sistemi iizerinde steviol glikozitlerin olumsuz
etkisini gosterse de, bu durum heniiz insan ¢alismalariyla onaylanmamistir. Stevia
rebaudiana tlirevi olan tatlandirici, Ayrica Rebaudiosit A, FDA tarafindan GRAS

grubuna alinmistir (Mahan ve Raymond, 2017).

4.10. Zebra Balklarinda Olusturulan Diyabet Modelleri

Diyabet calismalarinda model organizma olarak zebra baligi kullaniminin
bir¢ok avantaji vardir. Bunlardan en 6nemlisi zebra balig1 glukoz metabolizmasinin,

reaktif metabolit iiretme yolaklarinin ve bazi fizyolojik ve patofizyolojik
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yolaklariininsanla ve diger memelilerle biiyiik oranda benzer olmasidir. Ayrica,
insanlarda hiperglisemi kaynakli patolojik degisimlerin zebra baliklarinda da
goriildiigli bilinmektedir. Tiim bunlarla birlikte, zebra baliginda yapilan ¢alismalarin
biiyiik bir kismi insan c¢alismalarina terciime edilebilmektedir. Ornegin,
normoglisemik insanlarda hiperglisemi ataklar1 sonras1 devamli ve progresif olarak
gorulen diyabetik komplikasyonlar ‘metabolik hafiza’ olarak bilinir. Streptozotosin
enjeksiyonuyla hiperglisemi olusturulmus ve ardindan hiicre rejenarasyonuyla
tyilesme fazi uygulanmis ve tekrar normoglisemik duruma gegisi saglanmis zebra
baliklarinda da metabolik hafiza konseptiyle uyumlu olarak, ge¢ yara iyilesmesi ve
birtakim epigenetik degisimler gibi hiperglisemiye bagl diyabetik komplikasyonlarin
varlig1 iyilesme periyodundan sonra dahi varligini siirdiirmiistiir. Bu durum, zebra
baliginin DM hastalik mekanizmasi ve patofizyolojisi ¢alismak icin degerli bir model
organizma oldugunu gosterir niteliktedir. Ote yandan zebra baliklariyla yapilan
genetik, farmakolojik ¢alismalar zaman, kolay uygulanabilirlik, yliksek veri imkani,
ve gelisen in vivo goriintiileme teknikleri a¢isindan da avantajlidir. Dolayisiyla zebra
baliklar1 sadece DM i¢in degil, diyabetik komplikasyonlar ve diger hastaliklar i¢in de
yolaklar ve terapatik ila¢ c¢aligmalarinda yeni hedefler gelistirmeye ve agiktir.
CRISPR/Cas9 sistemi ve morfolino teknolojisi ile yiiksek islem hacminde genetik
modifikasyonlar ~ gerceklestirilebilir. ~ Uretimi olduk¢a kolay olarak zebra
baliklarindan yiiksek miktarda embriyo alinabilir. Ayrica, zebra baliklar1 pankreas
rejenarasyonu, beta hiicresi uyarimi ve glukoz seviyesinin diismesini saglayan
maddelerin tanimlanmas1 ve c¢alismalari i¢in elverislidir.Beslenme yoluyla farelerde
6 ayhk siirecte gelistirilen T2DM, yiiksek yagl diyet uygulamasiyla zebra
baliklarinda ¢ok daha kisa bir siirede gelistirilebilir ve diyabetik organ degisimlerinin
gozlenebilir.Zebra baligi organ gelisimlerinin, morfolojilerinin, fonksiyonlarinin
fizyolojik ve diyabetik kosullar altinda goriintiilenmesi i¢in hizli, esnek, ucuz, yiiksek
veri sunabilen bir hayvan modelidir. Hiperglisemi ile indiikklenmis organ
bozukluklarindan retina ve bobrek bozukluklari, diger hayvan modelleriyle benzer
fenotipleri ¢ok daha kisa siirede gosterebilir.Zebra balignt DM modelleri
olusturulurken kullanilan bazi teknikler: toksin-aracili beta hiicresi ablasyonu, ENU-
ile induklenen mutagenez izlem, morfolino ve gRNA/Cas9 aracili knockdown

teknigidir. Bunlarin arasinda, pankreatik ve duodenal homeobox 1 (pdx1, diger
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adiyla insiilin promoter faktor 1, ipfl) mutasyonuna ugratilmis zebra baligi susu
T2DM’nin genetik modeli olarak bilinmektedir. Ancak pdx]1 mutasyonu baligin
viicut boyutunu, yasayabilirligini azalttig1r i¢cin bu modelin T2DM modellerinde
uygulanabilirligini kisitlamaktadir. Zebra baliklarinda kan ve doku glukozunu
yiikseltmenin en kolay yollarindan biri onlar1 (200 mmol/L’den yiiksek, %4 e kadar)
yuksek glukoz iceren medium icerisinde 2 ay siresince inkube etmektir. Ancak
metabolik alt yap1 acisindan TIDM ve T2DM’ye benzemesi icin daha farkli
yontemler tercih edilmelidir. Intraperitoneal streptozotosin enjeksiyonu beta
hlcrelerinde toksin etki gosterir. Bu yontemle fare modellerinde insiilin eksikligi
olusturularak TIDM modeli gelistirilebilir; yetiskin zebra baligt modellerinde ise
yiiksek achik kan glukozu ve diisiik insiilin seviyeleri elde edilebilir. Genetik
manipulasyonlar icin CRISPR/Cas9 sistemi ve morfolinolar kullanilarak hiicre
gelisimi aksatilabilir. Sonug olarak, pdx1 morfantlarinda yiikselmis kan glukozu ile
karakterize hizli ama gecisi bir diyabetik fenotipi olusturulabilir. Son zamanlarda
diisiik insiilin seviyesine sahip stabil pdx] mutant zebra baligi hatti olusturulmay1
basarmistir. NTR (nitrorediiktaz) ile beta hiicrelerini yok ederek insiilin eksikligi olan
zebra baligt modeli gelistirilmistir. Ayrica, leptin reseptorii eksikligi olan zebra
baliklarinda besin alimi sonrasi yukselen insulin seviyesi ve diyabet benzeri
bozukluklar (yara iyilesmesinde gecikme) goriilmesine ragmen yiiksek kan glukozu
seviyeleri ve obezite goriilmemistir. Bu durum leptinin fonksiyonunun glukoz
homeostazi agisindan zebra baliklar1 ve memeliler arasinda benzerlik gosterdigini
ancak bu hormonun baliklarda adipoziteye yol agmadigimi gostermektedir. Fazla
beslendiginde bozulmus glukoz klirensi ve glukoz toleransi gosteren transgenik zebra

balig1 hatti olusturulmustur (Heckler ve Kroll, 2017).

4.10.1. Fazla beslenme ile olusturulantip 2 diyabet modeli

2010 yilinda Oka ve arkadaslar1 fazla beslenme yontemi ile memeli
obezitesiyle ortak patofizyolojik yolaklar1 paylasan bir zebra balig1 obezite modeli
gelistirmislerdir. Bu ¢alismada zebra baliklar1 iki gruba ayrilmis ve bir grup yag
oran1 yiiksek canli yem olan Artemia ile 60 mg kuru agirlik/giin/balik olarak

beslenmistir. Diger grup ise sadece giinliik ihtiyaci karsilamaya yetecek kadar 5 mg
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kuru agirlik/giin/balik olarak beslenmistir. Maruziyet siiresi 8 hafta siirmiistiir. Fazla
beslenme uygulanan grupta kontrol grubunun aksine artmis beden kiitle indeksi,
hipertrigliseridemi, hepatosteatoz gozlenmistir. Ardindan uygulanan 2 haftalik kalori
kisitlama stirecinin ise viicut agirligi ve plazma trigliserit seviyeleri tizerinde olumlu
etkileri goriilmiistiir. Diyetle indiiklenen zebra balig1 obezite modelinin, yine diyetle
indiiklenen sican, fare ve insan modelleri ile viseral adipoz doku komperatif
transkriptom analizleri yapilmistir. Bu analizler sonucunda zebra balhig1 ve
memelilerin koagiilasyon kaskadlari ve lipit metabolizmasiyla ilgili olarak ortak

patofizyolojik yolaklar i¢erdigi anlasilmistir (Oka ve ark., 2010).

2010’da Oka ve arkadaslarinin gelistirdigi Artemia’larla fazla beslenme
sonucu induklenen diyabet modeli daha sonra kullanilan balik yeminin
degistirilmesiyle modifiye edilmistir(Oka ve ark., 2010).Modifiye edilen bu yeni
modelde, fazla beslenen baliklar ile normal beslenen baliklar arasinda yiikselmis
aclik glukoz seviyesi farklilik goriilmistiir. Hiperglisemik zebra baliklariin glukoz
tolerans testi, insulin Gretimi 6lgimleri ve insan anti-diyabetik ilaglarina verdikleri
glisemik yanitlar1 degerlendirildiginde T2DM i¢in kullanighi bir model olduklar
anlasilmistir. Ayrica, karaciger-pankreas dokularinin RNA sekans analizi T2DM
zebra baligi modelinin patolojisinin insanla ortak yolaklar paylastigini ortaya
c¢ikarmistir. Fazla beslenme yoluyla olusturulan bu T2DM modelinde, FBG (fazla
beslenen grup) giinde 6 defaya bdliinecek sekilde balik basina 120 mg yem ile
beslenirken, kontrol grubu 20 mg yem ile beslenmistir. Viicut agirliklar1 ve aglik kan
glukozlar1 haftada bir, plazma trigliserit iki haftada bir Olclilmistir. Glukoz
Olcumleri icin intraperitoneal glukoz tolerans testi ve oral glukoz tolerans testi
kullanmilmistir. Karaciger-pankreas dokulariin Western-Blot analizleri yapilmistir.
Baliklarin ~ sularmna  metformin  ve  glimepiride  eklenerek  inkiibasyon
gerceklestirilmistir. 8 haftalik fazla beslenme periyodunun sonunda baliklarin
karaciger-pankreas doku ornekleri Gzerinden RNA sekans datalar1 elde edilmistir.
Fazla beslenme periyodunun ilk haftasinin sonunda FBG’da kontrol grubuna kiyasla
viicut agirhigr ve aglik kan glukozu acisindan belirgin bir artig gézlenmistir ve bu
trend 8 haftalik deney siirecinin sonuna kadar bu sekilde devam etmistir. Ayrica,

viseral adipoz doku hacmi, plazma trigliserit, ve karacigerde lipit birikimi FBG
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grubunda artis gostermistir. T2DM’nin en sik Onerilen tedavi yontemlerinden biri
kalori kisitlamasi oldugu i¢in, 8 haftalik fazla beslenme periyodundan sonra 4
haftalik giinde 1 defa balik basmma 20 mg yem ile beslenme seklinde bir kalori
kisitlama uygulanmistir. Kalori kisitlamasinin ikinci haftasinin sonunda aglik kan
glukozu %24, dordiincii haftasinin sonunda %34 diismiis olsa da, hala kontrol
grubuna kiyasla yiiksek seviyelerde devam etmistir. 7 giinlilk metformin maruziyeti
sonucunda FBG’nun acglik kan glukoz seviyeleri, metformine maruz birakilmamis
fazla beslenmis baliklara kiyasla ciddi oranda diismiistiir. 24 saatlik glimepirid
maruziyeti de FBG’nin aglik kan glukozu seviyelerinde ciddi diisiisler saglamistir.
Karaciger-pankreasta glukoz intoleransinin transkripsiyonel —mekanizmalarini
aragtirmak iizere RNA sekanslama uygulanmistir. FBG’ye ait 6rneklerde normal
beslenen gruba kiyasla transkripsiyonu 83 artan ve 64 azalan gen bulunmustur ve bu
147 genin Ensembl gen ortologu veri tabanina gore 121 insan ortologu
bulunmaktadir. Boylece, zebra baliginin gen ekpresyon profili insandaki T2DM ile
ortak yolaklar1 ortaya konmustur. Ayrica, FBG baliklar1 ve T2DM hastalar1 arasinda
benzer insiilin sekresyon yolaklar1 vardir ancak insiilin direnci yolaklart RAS ve
MAP3Kkaskadlarinda farkliliklar gostermektedir. Bu calisma ile 1 haftalik fazla
beslenme periyodunun zebra baliklarinda T2DM olusturmak i¢in yeterli oldugu

gosterilmistir (Zang ve ark., 2017)
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Zebra Baliklar1 Bakim ve Beslenme Prosediirii

Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanan c¢alismamizda yetiskin yabani tip AB susu zebra baliklar1 kullanilmistir.
Zebra baliklar1 ideal sartlarin saglandigi maruziyet tanklarinda barindirilmistir.
Gilinde 14 saat gilin 1518ma, 10 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma sistemi
kurularak  sirkadiyen  ritimleri  olusturulmustur. = Tanklarda,  baliklarin
akvaryumlarinda yasadiklari ortami olusturmak igin sistem suyu kullanilmig ve
sicaklik 28 + 1 oC olarak ayarlanarak sabit tutulmustur. Sistem suyunun pH’s1 6,9-
7,2 arasi ayarlanmis ve sabit tutulmustur. Fiziksel ve UV sistemlerini igeren
filtrasyon sistemi ile baliklarin ortam temizligi saglanmistir. Gerekli oksijen
pompalar1 tanklara yerlestirilmistir. Yemlerin 6zel olarak ayarlanan saatlerde
verilebilmesi i¢in otomatik yemleyiciler tanklara monte edilerek kurulmugtur.
Tanklarin temizligi her giin diizenli olarak, atiklardan pipet ucu yardimiyla
arindirilarak saglanmig ve sistem sular1 giinliikk olarak degistirilmistir. D, D+YDS,
D+DDS gruplarina fazla beslenme uygulamasi yapilmis; kontrol grubunun ise

normal beslenme diizeni devam ettirilmistir.

Resim 2:ZEBTEC Mini Akvaryum sistemi
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5.2. Kullamilan Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Deneylerde kullanilan cihazlar

Vortex V-1 PLUS, Biosan |Buzdolabi Indesit TAA 12V
- Sigma 1-16K, o
Santrifuj ) Akvaryum Zebtec mini sistem
Sigma
Shimadzu UVv-
Spektrofotometre pH metre Hanna HI 2211
120-02
Rotor Gene-Q, | Magnetik Witeg Wisd Hotplate
RT-PCR _ _
Qiagen karistirici Stirrer MSH

DNA-RNA izolasyon ] ] ]
QIlAcube, Qiagen |Hassasterazi  Shimadzu ATX224

cihazi
.y Tissuelyser LT, Otomatik -
Homojenizator ) ) Rainin
Qiagen pipetler
Distile su Elga Option-Q Ultra saf
Etuv Nive EN 400

cihazi su sistemi

5.3. Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda kullandigimiz maddeler analitik safliktadir. Sigma, Merck,
Fisher Bioreagents, Acros, Biovision, TRC Canada ve Bio-Optica firmalarindan

tedarik edilmis ve kullanilmistir (Tablo 3).
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Tablo 3: Kullanilan kimyasallar listesi

Sodyum karbonat
Sodyum hidroksit

Bakar (IIT) stilfat

Sodyum potasyum tartarat
Folin ¢ozeltisi

Sodyum klorir

Albumin

Tiyobarburik asit (TBA)
Triklorasetik asit (TCA)
Hidroklorik asit

n-bitanol

Cinko sulfat heptahidrat
Vanadyum (I11) Klortr
Sulfaniamid (SULF)
N-(1-Naftil)-etilendiamin
(NEDD)

Dipotasyum hidrojen fosfat

dihidroklorir

Potasyum dihidrojen fosfat

Disodyum hidrojen fosfat

Sodyum Etilendiamin tetraasedik asit (Na-
EDTA)

Riboflavin

o-dianisin

L-Glutatyon (GSH)

1-kloro-2,4-dinitro-benzen (CDNB)

Stevioside

MERCK 1.06392.1000

MERCK 1.06482.1000

FISHER CHEMICAL C/8600/50
MERCK 1.08087.1000

SIGMA F9252

SIGMA 59888

SIGMA A3912

SIGMA T5500-25G

ACROS 421451000

MERCK 1.00317.2500

FISHER BIOREAGENTS B/4800/17
MERCK 1.08883.1000

ACROS 197000250

SIGMA 59251

MERCK 1.06237.0025

SIGMA P2222-100G
SIGMA P5655-100G
SIGMA 255793-10G

SIGMA E4884-100G

FISHER BIOREAGENTS BP167-50
ACROS 407890050

SIGMA G4251-5G

ACROS 160511000

TCl1,50594
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5.4. Maruziyet Gruplari

Zebra baliklar1 deney gruplari:
e Kontrol Grubu (20 balik)

e Diyabet grubu (Fazla beslenme uygulanan grup, 20 balik)

e Diyabet + diisilk doz stevia grubu (Fazla beslenme uygulanan ve akvaryum

suyuna 1mg/L stevia eklenen grup, 20 balik)

e Diyabet + yuksek doz stevia grubu (Fazla beslenme uygulanan ve akvaryum

suyuna 5 mg/L stevia eklenen grup, 20 balik) seklindedir.

5.5. Maruziyet Uygulamasi

Stevia glikoziti, D+DDS grubunun bulundugu tanka 1 mg/L dozunda DMSO
(9%0.1) ve distile suda ¢ozllerek 24 saatte bir, tank temizligini takiben igindeki suyun
her yenilenmesiyle birlikte eklenmistir. Ayni sekilde, D+YDS grubunun tankina ise 5

mg/L dozunda eklenmistir.

Fazla beslenme uygulamasi giinde 6 defaya boliinecek sekilde toplamda balik
basina 120 mg ticari balik yemi (Tetramin) verilmesiyle gergeklestirilmistir.
Tetramin i¢erigi minimum %11 ham yag, % 51 ham protein, % 2,3 kalsiyum, % 1,5
fosfor, maksimum % 15 kiil, % 3 ham fiber ve % 6,5 nem seklindedir. Graniil boyutu
0.36-0.65 mm ve enerjisi 3.39 kcal/g’dir. Kontrol grubu zebra baliklar1 balik basina

giinde 20 mg balik yemi ile beslenmistir.
Maruziyet siiresi 2 hafta siiresince uygulanmastir.

Fazla besleme maruziyetinin ardindan OGTT ve aclik kan sekeri Olgimi
gerceklestirilmis,sonrasinda hayvanlara anestesi uygulanmis ve hayvanlar sakrifiye

edilerek hepatopankreas (karaciger ve pankreas) dokular1 ¢ikarilmistir.
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5.6. Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT)

Fazla beslenme prosediriine baslanmadan 6nce her gruptaki baliklarin aglik

kan sekerleri glukometre ile ol¢lilmiistiir.

2 haftalik fazla beslenme prosediiriiniin bitiminde baliklarin aglik kan

sekerleri ol¢iilmiis; ve OGTT uygulanmustir.

Aclik kan glukozu 6lgiimii ve OGTT igin gerekli olan kan baligin dorsal aort
damarindan insiilin enjektoriiyle alinarak gerceklestirilmistir. Kan aliminin 6ncesinde
anestezi islemi i¢in Tricane (Sigma A5040) kimyasali kullanilmigtir. Hazirlanan

¢ozeltide 2 dakika boyunca inkiibe edilen baliklar anestezi altina alinmistir.

Pelvic fin Anus Anal fin

Sekil 3: Kan alimi yapilan dorsal aort damarmin konumu (Zang ve ark., 2015)
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Resim 3:Calismamizda gergeklestirilen kan alim1 uygulamasina ait goriintii

OGTT i¢in, gavaj yontemiyle baligin gram agirligi basina 1,25 mg glukoz ¢ozeltisi
verilmigtir. Gavaj1 takiben 30., 60. ve 120. dakikalarda baliklardan alinan kanin

glukoz seviyesi glukometre ile ol¢iilmiistiir.

F

Resim 4: Calismamizda mikropipet yardimiyla yapilan gavaj uygulamasma ait

gorinti

53



5.7. Oksidan ve Antioksidan Parametrelerinin incelenmesi

5.7.1. Parametreler icin tayin yontemleri

5.7.1.1. Total protein tayini (Lowry ve ark., 1951)

Bu metodda 6nce proteinler alkali ortamda bakir iyonlart ile reaksiyona
sokulur. Daha sonra fosfomolibdik - fosfotungstik asit reaktifi (folin reaktifi) ile
indirgenir. Olusan mavi rengin siddeti spektrofotometrik olarak degerlendirilir.

Olusan mavi rengin siddeti protein konsantrasyonu ile orantilidir.

Gerekli Cozeltiler

A ¢ozeltisi:Sodyum karbonat ¢ozeltisi (% 2 g, 0,1 N NaOH’teki ); 0.4 g NaOH
biraz suda ¢oziiliir ve hacmi 100 ml’ye distile su ile tamamlanir. 2 g sodyum
karbonat hazirlanan 0,1 N NaOH c¢ozeltisinde ¢6ziiliir ve hacmi 100 ml’ye 0,1 N

NaOH ¢o6zeltisi ile tamamlanir.

Bakir siilfat ¢ozeltisi (% 1 g): 1 g bakir siilfat biraz distile suda ¢6ziiliir ve hacmi

distile su ile 100 m1’ye tamamlanur.

Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi (% 2 g ): 2 g sodyum potasyum tartarat biraz

distile suda ¢oziiliir ve hacmi distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

B ¢ozeltisi: % 1 g lik Bakir siilfat ¢ozeltisi ile % 2 g lik Sodyum potasyum tartarat

cozeltisi esit hacimde (1/1) karistirilarak kullanilir.
C ¢0zeltisi: 50 ml A ¢ozeltisi ve 1 ml B ¢ozeltisi karistirilarak kullanilir.

Folin ¢ozeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat x2H>O, 50 ml % 85 g
lik fosforik asid, 100 ml derisik HCI ve 700 ml distile su bir balona konularak 10 saat
geri sogutucu altinda kaynatilir. Sogutulur. Uzerine 150 g Li»SO4 ilave edilip, geri

sogutucu altinda 15 dk daha kaynatilir. Soguduktan sonra, 5-6 damla brom katilir.
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(¢Ozelti bozuksa renk siyahlagir, bu durumda ¢ozelti tekrar hazirlanir, bozuk degilse
renk sar1 yesil olur). Cozelti distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir ve kullanilir. Koyu

renkli sisede saklanir, uzun siire dayanir.

Serum fizyolojik (% 0,9 g NaCl): 0,9 g NaCl biraz suda ¢6zulir ve hacmi 100

ml’ye distile su ile tamamlanur.

Protein stok standart cozeltisi (% 100 mg hik albumin ¢ozeltisi):100 mg albumin
birazserum fizyolojik de ¢oziildiikten sonra hacmi 100 ml’ye serum fizyolojik ile

tamamlanir.

Protein ¢alisma standart ¢ozeltileri: Stok ¢ozeltiden uygun hacimler alinarak % 5,

15, 25 mg albumin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlanir.
Deneyin Yapihsi

5 deney tiibii alinarak numune (N), standart 1 (Stl), standart 2 (St2), standart 3 (St3)

ve kor (K) olmak tizere isaretlenir ve asagidaki gibi calisilir.

Tablo 4: Total protein tayini yontemi

Stl St2 St3
Numune Kor
% 5 mg|% 10 mg|% 15 mg
(N) : : : (K)
Albumin Albumin Albumin
Albumin (% 100mg) | - 25 ul 50 ul 75 ul -
Doku homojenati
10 wl - - - -
(veya siipernatanat)
Serum fizyolojik 490 ul 475 ul 450 ul 425 ul 500 ul
Toplam hacim 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml

Vortekste karistirihir.

C cozeltisi 3ml 3ml 3mi 3ml 3mil

Vortekste iyice karistirilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

Folin ayiract 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
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Vortekste iyice karistirilir, oda sicakliginda karanlikta 30 dk. bekletilir. 30 dk.
sonunda 500 nm de cam kiivette kore kars1 absorbanslar kaydedilir. Standart grafigi

cizilir. Doku protein miktar1 hesaplanir.

5.7.1.2. Lipit peroksidasyon ( LPO ) tayini (Ledwozyw ve ark.,1986)

LPO Urind olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki
reaksiyon sonucu olusan pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak

degerlendirilir.
Gerekli Cozeltiler

NaOH (1 M): 4 gram NaOH tartilir, biraz distile suda ¢oziilir, hacmi 100 ml ye

distile su ile tamamlanair.

TBA c¢ozeltisi (0.047 M): 500 mg TBA ile 6 ml 1 M Iik NaOH ile karistirilir.

Uzerine 69 ml distile su ilave edilir.

Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi (1,22 M, 0,6 M HCI deki): 20 ml TCA (% 100 g
TCA) ile 5 ml HC1 (% 37 g lik, d=1,19 g/dl lik HCI) karistirilir ve hacmi distile su

ile 100 ml ye tamamlanir.
n-butanol: Orijinal sisesinden kullanilir.
Deneyin Yapihisi

2 tane deney tiibli alinarak numune ve kor olmak lizere isaretlenir ve asagidaki gibi

calisilir.
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Tablo 5: Lipit peroksidasyon tayin yontemi

Numune Kor
Doku homojenati 0,25 ml -
Distile su - -
TCA 1,25 ml -

Vortekste karistirilir ve 15 dk bekletilir.

TBA 0,75 ml -

Vorteks ile karistirilir ve 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilir.

n-butanol 2ml 1ml

llave edilir. Vortekslenir ve 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir.1ml butanol fazi
almarak 532 nm’de cam kiivette kore karsi absorbanslar kaydedilir. MDA igin
saptanmis ekstinksiyon kat sayis1 (1,56x10° M-Zcm™) kullanilarak sonuglar

hesaplanir.

5.7.1.3. Total nitrik oksid tayini (Miranda ve ark., 2001)

Nitrat, vanadyum (1I1) Kklorur ile nitrite indirgenir. Nitritle sulfanilamidin
asidik ortamda N-(1-Naftil) etilendiamine dihidroklorir ile reaksiyonu sonucu
kompleks diazonyum bilesigi olusur. Olusan bu renkli kompleks 540 nm’ de

spektrofotometrik olarak olguldr.

Gerekli Cozeltiler

0,3 M NaOH cozeltisi: 0,6 g NaOH tartilir, bir miktar distile suda ¢ozulur ve Gzeri

distile su ile 50 ml’ ye tamamlanir.
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% 10’luk ZnSO4: 5 g ZnSO4 yada 8,9 g ZnS04.7 H20 tartilir bir miktar distile suda

¢Oziiliir ve tizeri distile su ile 50 ml tamamlanir.
1 M HCI: 4,20 ml HCI ¢ekilir ve Gzeri distile su ile 50 ml ye tamamlanir.

VCls: 0,4 g VCI3 bir miktar 1 M HCI de ¢6ziiliir ve {izerine ayni ¢ozelti ile50 ml’ ye

tamamlanir.

% 5’lik HCIL: 2,86 ml % 37’lik HCl cekilir ve iizeri distile su ile 25 ml ye

tamamlanir.

% 2’lik SULF(Siilfanilamid): 0,5 g Siilfanilamid tartilir, 25 ml % 5” lik HCI

igerisinde ¢Ozulur.

% 0,1’lik NEDD (N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidroklorir): 0,025 g NEDD
tartilir. Bir miktar deiyonize suda ¢Ozliir ve iizeri deiyonize su ile 25 ml’ ye

tamamlanir.
Deneyin Yapilhisi

Doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. 0,3 ml siipernatant
alinir, lizerine 0,3 ml 0,3 M NaOH ilave edilir. Oda sicakliginda 5 dk beklenir. 0,3 ml
% 10’luk ZnSO4 ilave edilir. Vortekslenir. +4‘de 14000 rpm’de 5 dk santrifiyj edilir.
Ust faz alnir ve +4‘de 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Iki adet deney tiibii anilir,

kor ve numune olarak isaretlenerek asagidaki gibi ¢aligilir.

Tablo 6: Nitrik oksit tayin yontemi

Numune Kor
Deprotenize Sivi 0,3ml -
Distile Su - 0,6 mi
VCl3 0,3ml 0,3ml
SULF 0,15 ml -
NEDD 0,15 ml -
30 dk 37 °C’de etiivde inkiibe edilir.
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Kére karsi 540 nm’de absorbans kaydedilir. Sonucglar 53000 M*/cm?

ekstinsiyon katsayis1 ile pmol/ L cinsinden hesaplanir.

5.7.1.4. SOD aktivitesi tayini (Mylorie ve ark., 1986)

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin foto-oksidasyon
hizin1 arttirma yetenegi olarak oOlciiliir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle
olusturdugu siiperoksit radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite
doniistir. H2O2 ise 0-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli iiriin olusturur. SOD
aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli liriin olusumu da o kadar fazla olur. Olusan renkli

iiriiniin absorbans1 460 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir.
Gerekli Cozeltiler

Fosfat Tamponu (50 mM, pH = 7,8): 0.136 gram KH2PO4 ve 0.697 gram K;HPO4
tartilip ayr1 ayri biraz distile su i¢inde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile100
ml’ye tamamlanir (hacim 100 ml ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 7,8

e ayarlanir) (2°C de saklanir).

Fosfat tamponu + 0,1 mM hk Na-EDTA: 0,0037 gram Na-EDTA tartilir biraz
50mM lik fosfat tamponunda ¢oziiliir ve hacmi 50 mM lik fosfat tamponu ile 100

ml’ye tamamlanir.

Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH=7,5): 0,041 gram KH2POsve 0,122 gram
K2HPO4 tartilip ayr1 ayri biraz distile su iginde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile
su ile 100 ml’ye tamamlanir (hacim 100 ml ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol

edilir, pH 7,5 a ayarlanir). (2°C de saklanir).

Riboflavin (0,2 mM): 7,5 mg riboflavin 100 ml potasyum fosfat tamponunda
(10mM lik, pH = 7,5) ¢oziiliir.

o- dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin 10 ml distile suda ¢ozuldr.
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Deneyin Yapilhisi

% 10 gramlik doku homojent1 10 dak. 4000 rpm de santrifiij edilir.

Stipernatant alinir tam veya 1/10 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek calisilir.
Numune, standart ve kor olmak iizere 3 deney tiipii alinir.

Tablo 7: Superoksit dismutaz tayin yontemi

Numune Kor
Fosfat Tamponu

2,6 ml 2,6 ml
(pH=728)
o- dianisidin 0,1 ml 0,1 mi
Distile Su - 0.1ml
Dilue supernetant | 0.1 ml -

Her tlpe 30 sn ara ile 0,2 ml riboflavin konur, vorteksle karistirilir. Plastik makro

kiivette 460 nm ‘de abs okunur

Sonra tiipler oda sicakliginda 20 W Floresans lamba bulunan kutu i¢inde 8 dk

inkiibe edilir. 460 nm’de abs okunur.

Not: Lamba 20’ 6nceden acilir ve 1sinmasi saglanir.

5.7.1.5. GST aktivitesi tayini (Habig ve ark., 1981)

GST aktivitesi tayini, GSH ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzenin (CDNB)
konjugasyonu ile olusan iriiniin, 340 nm’deki absorbansinin spektrofotometrik

olarak degerlendirilmesi esasina dayanur.
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Gerekli Cozeltiler

Sodyum fosfat tamponu (0,2 M, pH=6,5): 0,534 gram NaxHPO4.2H>0 ve 2,3 gram
KH2POg4 ayr1 ayri biraz distile suda ¢oziiliir ve birbirine karistirilir ve hacim distile su
ile 100 mI’ye tamamlanir (hacim 100 ml ye tamamlanmadan énce pH kontrol edilir,
IM NaOH ile pH 6,5 e ayarlanir).

Glutatyon (GSH) (60 mM): 1,84 gram glutatyon biraz distile suda ¢ozulur ve hacmi
100 ml’ye tamamlanr.

1-klor-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM) : Absolii etanolde taze hazirlanir. 1,22

gram CDNB tartilir ve biraz etanolde ¢6ziiliir. Sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanur.
Deneyin Yapihisi

% 10 gramlhik doku homojenti 10 dak. 4000 rpm de santrifuj edilir.
Siipernatant alimir ve 1/40 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek

calisilir. Numune ve kor olarak isaretlenmis iki tiip alinir ve asagidaki gibi calisilir.

Tablo 8: GST tayin yontemi

Numune Kor
Dilue stipernatant 0,5ml --
SF veya Distile Su - 0,5ml
Fosfat Tamponu 1,5 mil 1,5 ml
GSH ¢ozeltisi 0,05 ml 0,05 ml
CDNB cozeltisi 0,05 ml 0,05 ml
Distile su 0,90 ml 0,90 ml
Toplam Hacim 3ml 3ml

Karistirilir. 3 dakika siire (0., 1., 2., 3. dakikalarda) ile karigimin 340 nm’de
(25 ° C ) absorbanslari izlenir ve kaydedilir. Absorbans artis1 hesaplanir. Glutatyon
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ve CDNB’nin konjugasyonu sonucu olusan iiriin i¢in saptanmis olan ekstrinksiyon
katsayis1 9,6 mM™ x cm™ kullanilarak sonuglar asagidaki gibi hesaplanir. Enzimsel

konjugasyon sonucundan, enzimsel olmayan konjugasyon degerleri ¢ikarilir.

5.8. Gen Ifadesi Analizi (RT-PCR)

Maruziyet sonrasi gen ifadeleri analizi igin ¢ikarilan hepatopankreas
(karaciger ve pankreas) dokular1 RLT Lizis tamponu i¢inde homojenize
edilmistir(Tissue lyser, Qiagen).Bu homojenatlardan mRNA elde edilerek cDNA
sentezi yapilmis ve daha sonrasindalepa,tnf-alfa, dnmt3a, fgf21, IL-21 ve beta aktin 1
(actbl) ifade diizeyleri RT SYBR Green kiti (Qiagene, Almanya) kullanilarak Rotor

Gene-Q (Qiagene, Almanya) ile analiz edilmistir.

RNA izolasyonu igin, beyin dokular1 RLT lizis tamponu eklenerek homojenize
edilmigtir. Daha sonra lizata etanol eklenerek RNA’nin RNeasy membranina
baglanabilmesi i¢in gerekli kosullar saglanmis ve ornekler RNeasy spin kolonuna
aktarilmistir. Total RNA membrana baglandiginda kontaminantlarin da yikanmasi ile
RNA ellGisyonu RNase-free su iginde gergeklestirilmistir.Baglanma, yikanma ve

eliisyon islemleri Qiacube (Qiagen) izalosyon cihazi kullanilarak yapilmistir.

Elde edilen RNA o6rneklerinden cDNA sentezi, One Script (ABM)

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Analiz edilecek genlerin ifadeleri, RT? SYBR Green Master Mix karisimina
elde edilen cDNA drneklerinin eklenmesi seklinde Rotor-Gene Q cihazi kullanilarak
tespit edilmistir. Housekeeping gen olarak actbl kullanilmistir. Ornekler tekrarli

calisilmistir.

5.8.1. Delta delta Ct metodu ile veri analizi

Verilerin analizi house keeping genactbl ile normalizasyona dayali delta
delta Ct (AACt) metodu kullanilarak yapilmistir.
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Bu yontem ile PCR’da belirlenen esik deger dongii sayisi (threshold cycle
number = Ci), kontrol ve arastirilan gen igin karsilastirilir. Kontrol (referans) ile
incelenecek gen bolgesi arasindaki Ct deger farkliligi housekeeping gen ile normalize
edilip AAC: orami belirlenerek bulunur. “Housekeeping” genler tiim ¢ekirdekli
hlcrelerde aktif olarak bulunan genlerdir ve bunlara spesifik primerlerle amplifiye
edilerek belirlenirler. Bu amagla kullanilan gen bolgeleri arasinda B-aktin, albumin,
B-globin, hipoksantin fosforibozil transferaz sayilabilir. Karsilastirmali C: metodu
ayn1 zamanda 2— [delta][delta]C: olarak bilinmektedir (Yuan ve ark., 2008).

[delta] [delta] C; = [delta] Ct,6rnek - [delta] Ci,referans

Bu formilde [delta]Ct6rnek; ilgilenilen Ornege ait C:; degeri ile
housekeeping genin Ct deger farkliligidir. [delta]Cy, referans ise kontrole ait Ct degeri

ile housekeeping genin Ct deger farkliligidir (Yuan ve ark., 2008).

5.9. istatistiksel Analizi

Verilerin istatistiksel analizi One Way Anova sonrasit Post Hoc Tukey Coklu
Karsilastirma Analizi kullanilarak Graph Pad 7 Istatistik programi ile yapilmistir.
Sonuglar OrtalamaxStandart Sapma seklinde verilmis, p<0,05 anlamli olarak

degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Gruplarin 15.giin Viicut Agirhiklar1 Karsilastirmasi

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia (DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz (YDS) gruplarinda viicut agirliklarinin karsilastirmas: Sekil
4’te verilmistir. 15. giin viicut agirliklar1 tim D gruplarinda K grubuna gore anlamli
derecede artmistir. D+YDS grubunda ise D ve D+DDS gruplarina gére anlamli

derecede artmustir.

1500-
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0- I I
K D D+DDS D+YDS

Sekil 4:Gruplarin 15.giin viicut agirliklar: karsilagtirmasi grafigi

Veriler ortalama = SD seklinde verilmistir. Anlamli farklar a, b ve ¢ harfleri ile
gosterilmistir. n=13; K: Kontrol; D: Diyabet; D+DDS: Diyabet+ Diisiik Doz Stevia;
D+YDS: Diyabet+ Yiksek Doz Stevia;?® p<0,05 K grubundan anlamli derecede
farkls; P p<0,05D grubundan anlamli derecede farkli; ; “p<0,05D+DDS grubundan

anlamli derecede farkli
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6.2. Kan Glukoz Degerleri

6.2.1. Baslangi¢ (0.giin) achk kan glukoz degerleri

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia (DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz (YDS) gruplarinda kan glukoz degerleri karsilagtirmast Sekil
5’te verilmistir. Baslangic (0.glin) aglik kan glukoz degerleri bakimindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.

40—

mg/dL
N
=]
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D D+DDS D+YDS

Sekil 5:Gruplarin baslangi¢ (0.giin) aglik kan glukoz degerlerikarsilagtirilmas grafigi

n=13, Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Kontrol; D: Diyabet; D+DDS:
Diyabet+ Diisiik Doz Stevia; D+YDS: Diyabet+ Yuksek Doz Stevia

6.2.2. 15. Giin a¢hk kan glukoz degerleri
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Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia (DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz (YDS) gruplarinda 15.giin kan glukoz degerleri karsilastirmasi
Sekil 6’te verilmistir. Aglik kan glukoz degerleri D, D+DDS, D+YDS gruplarinda K
grubuna gore anlamli derecede artmistir. D+YDS grubunda ise aclik kan glukoz

degerleri D grubuna gore anlamli derecede azalmistir.

I I
D D+DDS D+YDS

Sekil 6:Gruplarin baglangic (15.glin) aclik kan glukoz degerlerikarsilastiriimasi
grafigi

Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamli farklar a ve b harfleri ile
gosterilmistir. n=13; K: Kontrol; D: Diyabet; D+DDS: Diyabet+ Diisiik Doz Stevia;
D+YDS: Diyabet+ Yiksek Doz Stevia;? p<0,05 K grubundan anlamli derecede
farkl; ® p<0,05D grubundan anlamli derecede farkli

6.2.3. Gruplarm 0-15. giin achk kan glukoz degerleri karsilastirmasi
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Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisik Doz Stevia (DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz (YDS) gruplarinda 0. Giin ile 15.giin kan glukoz degerleri
karsilagtirmas1 Sekil 7°da verilmigtir. Ag¢lik kan glukozun 15.giin degerleri D,
D+DDS, D+YDS gruplarinda 0. giin degerlerine gore anlamli derecede artmistir. K

grubunda ise 0. Giin ve 15. Giin glukoz degerleri arasinda bir fark bulunmamaktadir.

80

60—

mg/dL

Sekil 7:Gruplarin  baslangic (0.giin) ve 15. giin achk kan glukoz

degerlerikarsilagtirilmasi grafigi

Veriler ortalama = SD seklinde verilmistir. Anlamli farklar a ve b harfleri ile
gosterilmigtir. K: Kontrol; D: Diyabet; D+DDS: Diyabet+ Diisiik Doz Stevia;
D+YDS: Diyabet+ Yiiksek Doz Stevia;? p<0,0001D-0.Giin’den farkli; bp<0,0001D-
DDS 0.Giin’den farkli;°p<0,0001D-YDS 0.Giin’den farkli
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6.2.4. Gruplarin oral glukoz test sonuclarinin karsilastirilmasi

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisik Doz Stevia (DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz (YDS) gruplarinda 15. Gilinde yapilan oral glukoz testi
sonuclart karsilastirmasi Sekil 8’de verilmistir. Oral yolla glukoz yiiklemesinden
sonraki 30, 60 ve 120.dk kan glukoz degerleri D ve D+DDS gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli derecede artti. D+YDS grubunda ise oral glukoz
yuklemesinden sonraki 30, 60 ve 120. dk kan glukoz degerleri D ve D+DDS

gruplaria gore anlamli derecede azaldi.

25001

2000

1500 =Kl
] b,c =D
100@- l D+DDSH
[ =¢D+YDSE

508

O T T T T T T 1
or 200 406 600! 80 1003 1206 14006

Sekil 8:Gruplarin baslangi¢ oral glukoz tolerans test sonuglari grafigi (15.giin)

Veriler ortalama = SD seklinde verilmistir. Anlamli farklar a, b ve ¢ harfleri ile
gosterilmigtir. K: Kontrol; D: Diyabet; D+DDS: Diyabett+ Diisiik Doz Stevia;
D+YDS: Diyabet+ Yiiksek Doz Stevia;? p<0,05 K grubundan farkl; ° p<0,05D
grubundan farkl ; °p<0,05D+DDS grubundan farkl
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6.3. Oksidan-Antioksidan Sistem Parametreleri

6.3.1. Gruplarn lipit peroksidasyon (LPO) analizi sonuclar:

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisik Doz Stevia (DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz (YDS) gruplarinda malondialdehit(MDA) olarak 6l¢iilen LPO
duzeylerinin karsilastirmasi Sekil 9°de verilmistir. D grubunda LPO dizeyi K
grubuna gore anlamli derecede artmistir (p<0,001). D+DDS grubunda D grubuna
gore LPO diizeyi anlamli derecede azalmistir (p<0,001). LPO dizeyi D+YDS

grubunda K ve D gruplarina gore anlamli derecede azalmistir(p<0,001).
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Sekil 9:Gruplarin lipit peroksidasyon degerlerinin karsilagtirilmasi grafigi

Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamli farklar a ve b harfleri ile
gosterilmistir. n=5; K: Kontrol; D: Diyabet; D+DDS: Diyabet+ Diisiik Doz Stevia;
D+YDS: Diyabet+ Yiksek Doz Stevia;® p<0,05 K grubundan anlamli derecede
farkls; bp<0,05D grubundan anlamli derecede farkli
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6.3.2. Gruplarn superoksit dismutaz (SOD) analizi sonuglar:

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisik Doz Stevia (DDS) ve
Diyabet+Yiksek Doz (YDS) gruplarindaSOD aktivitesi karsilastirmasi1 Sekil 10’da
verilmistir. D grubunun K grubuna gére SOD aktivitesinde anlamli azalma oldugu
saptanmistir (p<0,05).D+DDS grubunda SOD aktivitesi D grubuna gore artmustir.
D+YDS grubunda ise SOD aktivitesiK grubuna gore azalmig, D grubuna gore

anlamli derecede artmistir (p<0,05).

a,b

U/mg dk pr

1 1
D D+DDS D+YDS

Sekil 10: Gruplarin siiperoksit dismutaz aktivitelerinin karsilastirilmasi grafigi

Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamli fark a ve b harfleri ile
gosterilmistir. n=5; K: Kontrol; D: Diyabet; D+DDS: Diyabet+ Diisilk Doz Stevia;
D+YDS: Diyabet+ Yiksek Doz Stevia;® p<0,05 K grubundan anlamli derecede
farkl1; ® p<0,05D grubundan anlamli derecede farkli
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6.3.3. Gruplarin glutatyon S-transferaz (GST) analizi sonuglar:

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisik Doz Stevia (DDS) ve
Diyabet+Yuksek Doz (YDS) gruplarinin GST aktivitesi karsilagtirmast Sekil 11°da
verilmistir. D ve D+DDS gruplarindaK grubuna gore GST aktividesinde anlaml
derecede azalma oldugu saptanmistir (p<0,05).D+DDS grubunda GST aktivitesi D
grubuna gore, D+YDS grubunda ise D+DDS grubuna géreanlamli derecede artmistir
(p<0,05).
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Sekil 11: Gruplarin glutatyon S-transferaz aktivitelerinin karsilagtirilmasi grafigi

Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamli fark a, b ve c¢ harfleri ile
gosterilmistir. n=5, K: Kontrol; D: Diyabet; D+DDS: Diyabet+ Diisiik Doz Stevia;
D+YDS: Diyabet+ Yiksek Doz Stevia, * p<0,05 K grubundan anlamli derecede
farkli; °p<0,05 D grubundan anlamli derecede farkli ¢ p<0,05 D+DDS grubundan

anlamli derecede farkli
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6.3.4. Gruplarmnitrit oksit (NO) analizi sonuclar:

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisik Doz Stevia (DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz (YDS) gruplarinin NOsonuglarinin karsilastirmasi Sekil 12°de
verilmistir. NO dizeyleri K grubuna gore D grubunda artmistir (p<0,05). D+DDS ve

D+YDS gruplarinda ise NO dizeyleriD grubuna gére anlamli derecede azalmistir

(p<0,05).
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Sekil 12:Gruplarin nitrik oksit degerlerinin karsilastirilmasi grafigi

Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamh fark a, b ve ¢ harfleri ile
gosterilmistir. n=5; K: Kontrol; D: Diyabet; D+DDS: Diyabet+ Diisiik Doz Stevia;
D+YDS: Diyabet+ Yiuksek Doz Stevia, # p<0,05 K grubundan anlamli derecede
farkli; °p<0,05 D grubundan anlaml1 derecede farkls
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6.4. RT-PCR Analizi Sonuclar

6.4.1. fgf21 mRNA ekspresyon analizi sonuclar:

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia (DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz Stevia (YDS) gruplarinin fgf2ImRNA ifadesi sonuglarinin
karsilagtirmasi Sekil 13’de gosterilmistir. D grubunda fgf21mRNA ifade duzeyindeK
grubuna gore anlamli derecedeartma oldugu belirlenmistir (p<0,05). D+DDS ve
D+YDS gruplarinda fgf21mRNA ifade dizeyleri D grubuna gore anlamli derecede
azalmistir (p<0,05).

2.0

1.5

1.0
0.5— I
0.0

D+DDS D+YDS

Sekil 13:Gruplarin f{gf21mRNA ekspresyon analizigrafigi

Tum RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda -
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler li¢ tekrar caligmasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamh fark a ve
b harfleri ile gosterilmistir.Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiikk Doz Stevia
(DDS) ve Diyabet+Yilksek Doz Stevia (YDS), # p<0,05 K grubundan anlamli
derecede farkl1;  p<0,05 D grubundan anlamli derecede farkli
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6.4.2. dnmt3amRNA ekspresyon analizi sonuclari

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia (D+DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz Stevia (D+YDS) gruplarinin dnmt3amRNA ekspresyonu
sonuclarininkarsilagtirmas:  Sekil 14’te gosterilmistir. D, D+DDS ve D+YDS
gruplarinda dnmt3amRNA ekspresyon dlzeyiK grubuna goére anlamli derecede
azalmistir (p<0,05). D+DDS grubunda dnmt3amRNA ekspresyon diuizeyi D grubuna

gore anlamli derecede artmistir(p<0,05).
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Sekil 14:Gruplarin dnmt3amRNA ekspresyon analizigrafigi

Tum RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda -
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler {i¢ tekrar calismasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama = SD seklinde verilmistir. Anlamh fark a ve
b harfleri ile gosterilmistir.Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia
(DDS) ve Diyabet+Yiiksek Doz Stevia (YDS), ¢ p<0,05 K grubundan farkls; ® p<0,05
D grubundan farkl
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6.4.3. lepamRNA ifade analizi sonuglari

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia (D+DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz Stevia (D+YDS) gruplarinin lepamRNA ekspresyonu
sonuglarininkarsilastirmasi Sekil 15’te gosterilmistir. D grubunda K grubuna gore
lepamRNA ekspresyon diizeyi anlamli derecede artmustir (p<0,05). D+DDS ve
D+YDS gruplarindaD grubuna goére dj-1 mRNA ifade diizeyi anlamli derecede

azalmistir (p<0,05).
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Sekil 15:Gruplarin lepamRNA ekspresyon analizigrafigi

Tum RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda -
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler li¢ tekrar calismasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama = SD seklinde verilmistir. Anlamh fark a ve
b harfleri ile gosterilmistir.Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiikk Doz Stevia
(DDS) ve Diyabet+Yiiksek Doz Stevia (YDS), ¢ p<0,05 K grubundan farkls; ® p<0,05
D grubundan farkl
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6.4.4. IL21mRNA ifade analizi sonuglari

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia (D+DDS) ve
Diyabet+Yiiksek Doz Stevia (D+YDS) gruplarmm IL2ImRNA ifadesi
sonuglarininkarsilastirmasiSekil 16’da gosterilmistir. D grubunda Kgrubuna gore
IL21ImRNA ifade diizeyi anlamli derecede artmistir (p<0,05). D+YDS grubunda D
grubuna gore IL21mRNA ifade diizeyi anlaml1 derecede azalmistir (p<0,05).
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Sekil 16: K ve maruziyet gruplarinin IL2ImRNA ifade analizi grafigi

Tum RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda -
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler {i¢ tekrar calismasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlaml fark a ve
b harfleri ile gosterilmistir. Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia
(DDS) ve Diyabet+Yiiksek Doz Stevia (YDS), ¢ p<0,05 K grubundan farkls; ® p<0,05
D grubundan farkl

76



6.4.5. tnf amRNA ifade analizi sonuclar

Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia (D+DDS) ve
Diyabett+Yiikksek Doz Stevia (D+YDS) gruplarinin  mfomRNA  ifadesi
sonuclarininkarsilagtirmas1 Sekil 17°de gosterilmistir. D grubunda Kgrubuna gore
tnfomRNA ifade diizeyi anlamli derecede artmistir (p<0,05). D+DDS ve D+YDS
gruplarinda ise tnfamRNA ifade duzeyleri D grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

derecede azalmistir (p<0,05).

5—
a
4-
33—
b

2 b
1-—
0- | |

K D D+DDS D+YDS

Sekil 17: K ve maruziyet gruplarinin tnfomRNA ifade analizi grafigi

TUm RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarinda f-
aktin amplifikasyonu ile saglanmistir. Ortalama degerler li¢ tekrar calismasinin
sonucu elde edilmistir. Veriler ortalama + SD seklinde verilmistir. Anlamli fark a ve
b harfleri ile gosterilmistir. Kontrol (K), Diyabet (D), Diyabet+Diisiik Doz Stevia
(DDS) ve Diyabet+Yiiksek Doz Stevia (YDS), 8 p<0,05 K grubundan farkls; ® p<0,05
D grubundan farkli
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7. TARTISMA ve SONUC

Calismamiz sonucunda on bes gun siire ile fazla beslenmenin viicut agirliginda,
aclik kan glukoz diizeylerinde artisa neden oldugu, LPO ve NO diizeyleri ile lepa,
fbf21, IL21,snfoc gen ekspresyon diizeyleri artarip, SOD, GST aktivitelerini ve
dnmt3ackspresyonunu azalttigi belirlenmistir. Diisiik ve yulksek dozlarda stevia
uygulamasi ise D grubunda bozulan oksidan antioksidan dengeyi, gen ekspresyon

diizyelerini ve kan glukoz diizeylerini diizeltmistir.

Calismamizda 15.giin aglik kan glukozu degerlerinin fazla besleme uygulamasi
yapilmis olan Dgruplarinda K grubuna gore anlamli derecede artmis olmasi
olusturulan diyabet modelinin aglik kan glukozu iizerinde beklenilen etkisini
gostermektedir. Ayrica, yiiksek doz verilen D grubundaki degerin D grubuna gore
diisiik olmasi, uygulanan stevia dozunun literatiir bilgisiyle uyumlu olarak ag¢lik kan

glukoz diizeylerini olumlu etkiledigini ortaya koymaktadir.

OGTT sonuglarinin ylksek doz stevia verilen Dgrubunda diisiik dozuygulanan
gruba gore daha diisiik bulunmasi, stevianin kan glukozu fizerindeki olumlu

etkilerinde doz ayarlanmasinin 6nemini vurgular niteliktedir.

Obezite ve tip 2 diyabet, patofizyolojilerinde cevresel ve genetik faktorler
arasindaki Onemli sinerjiyi vurgulamak i¢in “medeniyet sendromlar1’” olarak

tanimlanmistir (Wang ve ark 2001) .

Bu kavramin 6énemli bir prensibi, besinlerin artan mevcudiyetine kars1 biyolojik
reaksiyonlarin aktivasyonunun duyarlt bireylerde susturulmasidir. Bu degisen durum,
kilo almanin ve insiilin direncinin baglamasina katkida bulunur ve leptin

metabolizmasinin bozulmasi da muhtemeldir.

Calismamizda fazla beslenmeye maruz kalan D grubundaki zebra baliklarinda
insanlardaki leptin geninin ortologu olan lepa ekspresyonu kontrol grubuna gore
artmigtir. Stevia’nin hem diisiik hem de yiliksek dozda verilmesi ise lepa MRNA
ifadesini azaltmistir. Leptin, viicuttaki yag miktarina orantili olarak adipositler
tarafindan salgilanir ve beyine viicut enerji rezervlerinin durumunu gosteren periferal

verileri saglar. Leptinin bu roliine uygun olarak, bu hormonun veya reseptorlerinin
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genetik eksikligi, hem kemirgenlerde hem de insanlarda hiperfaji ve obeziteye neden
olur. Bununla birlikte obezite durumuna serbest leptin diizeylerinde artig gdzlenmesi,
obezitenin leptin eksikliginden ziyade leptin direnci ile iliskili oldugunu
gostermektedir (Aslan ve ark., 2004). Zebra baliklarinda diyetle indiiklenen obezite
modelinde viicut kiitle indeksinde artig, hipertrigliseridemi ve hepatosteatoz olustugu
bildirilmis ve bu modelde leptin protein diizeylerinin de arttig1 gosterilmistir (Oka ve
ark., 2010). Bu modelin bir smirlamasi, zebra baliklarinda kahverengi yag
dokusunun olmamasidir. Memelilerde sismanligin gelisimi sadece gida alimi ve
kalori kullanim1 arasindaki dengeye degil, ayn1 zamanda beyaz ve kahverengi yag
dokular1 arasindaki dengeye baglidir. Bu nedenle, zebra baliginda diyetle olusturulan
obezite modeli kahverengi yag dokusu ile ilgili sinyal yollarin1 tanimlamak igin

uygun bir model olmayabilir (Oka ve ark., 2010).

Leptinin gida alimin1 ve viicut adipozitesini azaltict etkisi, periferik dokularda
insiilin duyarliligini artirabilir. Bunun yaninda leptin, glukoz metabolizmasini enerji
dengesi tizerindeki etkilerinden bagimsiz olarak dogrudan da etkileyebilmektedir.
Leptin eksikliginin glukoz metabolizmasini bozdugu ve leptin tedavisinin diizeltici

etkili oldugu gosterilmistir (Gavrilova ve ark., 2000).

Leptinin enerji homeostazi iizerindeki etkilerinin ¢oguna beyin aracilik
ettiginden, leptinin glukoz metabolizmas1 tizerindeki etkilerinin de benzer bir
mekanizma ile gergeklestigi diisiiniilmektedir. Bu hipotez ile uyumlu olarak, diisiik
dozda leptin dozlarimin intraserebroventrikiiler uygulanmasi, ob/ob ve lipodistrofik
farelerin insilin direncini ve diyabet fenotipini sistemik olarak verilen leptin dozlart
ile aym derecede arttirdig1 gosterilmistir. Benzer bir sekilde, diyabetik farelerde
dogrudan beyine leptin uygulamasi, sistemik olarak uygulandiginda etkili olmayan
dozlarda kan glukoz seviyelerini normallestirmistir. Ayrica, diyabetik olmayan
sicanlarda, leptin gen terapisi, yliksek yag diyetine bagl kilo alimini, hiperleptinemi
ve hiperinsiilinemiyi onlemistir. Leptinin dogrudan beyine uygulanmasi ise, 3 giin
boyunca yiiksek yag diyetine maruz kalan diyabetik olmayan si¢anlarda diyete bagl
hepatik insiilin direncini iyilestirmistir (Pocai ve ark. 2005). Tiim bu veriler SSS'nin
leptinin glukoz metabolizmasi1 {izerindeki anahtar etkilerine aracilik ettigini
gostermektedir. Hepatik glukoz tretimini dizenlemeye ek olarak, leptin, periferal

dokularda insiilinden bagimsiz mekanizmalarla glukoz alimini arttirma kapasitesine
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de sahiptir. Glukoz kullaniminin leptin ile uyarimi, SSS'yi igerir, ¢linkii leptinin
intrahipotalamik uygulamasi, SSS'yi igceren bir mekanizma yoluyla iskelet kasi,
kahverengi yag dokusu ve kalbin insiiline bagli olmayan glikoz alimin arttirir (Meek

ve Morton 2012).

Leptin veya leptin reseptorii genlerinin ekspresyonunun azalmasinin, gida
yoksunlugu durumunda hayatta kalabilme becerisi ile iligkili oldugunu gosterilmistir.
obeziteye egilimli siganlarda asir1 besleme sonrasi leptinin ve insiilin direncinin hizli

indiiksiyonunu bildirilmistir.

Calismamizda D grubunda fgf21 mRNA ekspresyonunun K grubuna gore
anlaml derecede arttig1, Stevia’nin hem diisiik hem de yiiksek dozda verilmesinin
fgf2lmRNA ifadesini azalttigi tespit edilmistir. Tip 1 diyabet, adacik hiicrelerinin
otoimmiin segici imhasi ile karakterizedir (Nokoff ve ark. 2012). Insiilin analoglari,
tip 1 diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Bununla birlikte, bazen, insiilin
tedavisi glisemik kontrol iizerinde istenilen etkiyi olusturmaz, bir¢ok yan etki
g6zlemlenebilir (Andersen ve ark., 2015). Son yillarda, birgok sayida g¢alisma,
fibroblast biiytime faktorii 21'in (FGF21) obezite, tip 2 diyabet ve komplikasyonlari
uzerinde faydalh etkilerinin oldugunu gostermistir (Kim ve ark.2013; Wang ve ark.
2018). Hem akut hem de kronik 8 FGF21 uygulamasi tip 2 diyabet hastalarinin
metabolik durumunu iyilestirebilir. Diger c¢alismalar FGF21'in tip 2 diyabet
hastalarinda sadece biyolojik degil ayn1 zamanda hipoglisemik etkiler de gosterdigini
belirtti. Ayrica, FGF21’in kahverengi yag dokusu islevini geri kazandirdig1 ve gesitli
komplikasyonlari inhibe ettigi gosterilmistir (Zhang ve ark, 2018). Bu nedenle, tip 1
diyabette FGF21’in, tip 2 diyabete benzer roller oynayabildigi one siiriildii. FGF21
Tip 1 diyabet tedavisi i¢in yeni bir yaklagim olup olmadig1 giiniimiizde 6nemli bir

arastirma konusu haline gelmistir (Zhang ve ark, 2018).

Calismamizda D grubunda artan fgf21 ekspresyonu ile uyumlu olarak FGF21
konsantrasyonunun Tip 2 diyabet ve obez hastalarda daha yiiksek diizeyde olmasi
dikkat ¢ekicidir. Tip 2 diyabet hastalarinda dolasimdaki FGF21 seviyelerindeki artis,

koruyucu ya da telafi edici bir cevap olarak kabul edilmistir (Chen ve ark. 2011).

Diyetle indiiklenen obezite, ob / ob ve db / db farelerinde dolagimdaki yiiksek
FGF21 seviyeleri, artan karaciger ve adipoz FGF21 mRNA ekspresyonu ile
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iliskilendirilmistir (Fisher ve ark. 2010). Yetiskinlerde FGF21 obezite, aclik insilini
ve trigliseritlerle pozitif, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile ise negatif
korelasyon i¢inde oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark., 2008). Serum FGF21’in
obez cocuklarda yiikseldigi, serbest yag asidi ve leptin ile iliskili oldugu, kilo
kaybinin ise FGF21 seviyelerinde diisis ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar
obezitenin FGF21 diizeylerinde artisa neden oldugunu gostermektedir (Reinehr ve
ark., 2012).

Bagka bir calismada, streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis tip 1 diyabetik
farelerde plazmada diisiik FGF21 seviyeleri belirlenmistir (Kim ve ark., 2015). Bu
calismada tip 1 diyabette pankreatik hasar ve nekroz sonucu, pankreasta FGF21’in
sentezi ve sekresyonu bozulmustur. Ote yandan, glukoneogenezdeki bozukluklarmin
bir sonucu olarak tip 1 diyabetik farelerinin viicut yaglarinda 6nemli bir azalma
gozlenmistir. FGF21l'in  hipoglisemik etkisini ve kahverengi adipoz doku
fonksiyonunun restore edici etkisini gosterilmistir. Bu bulgular, karacigerin, tip 1
diyabette dolasimdaki FGF21'1 iireten tek ana organ oldugu ve tip 1 diyabette
dolagimdaki FGF21 konsantrasyonlarinin diismesinden kismen sorumlu olabilecegini

gostermektedir (Zhang ve ark, 2018).

Glukoz, FGF21 salgilanmasini etkileyen ana faktorlerden biri olarak kabul edilir.
Yang ve arkadaslarinormal kosullar altinda, insiilin seviyelerindeki ytikselmenin,
FGF21 iiretimini inhibe ettigini gostermistir(Yang ve ark., 2011). Fakat Zibar ve
arkadaglariinsiilin tedavisi altindaki Tip 1 diyabet hastalarinin kan glukozu ve

postprandiyal FGF21 degerleri arasinda bir iligki bulamamistir(Zibar ve ark., 2015).

Ilging bir sekilde, kadm popiilasyonunda daha yiiksek FGF21 konsantrasyonlari
bulunmus ve bu durum tespit edilen yiiksek trigliserit diizeyleriyle agiklanmistir

(Bisgaard ve ark. 2014).

Guclu bir metabolik diizenleyici olan FGF21'in, sicanlarda glikoz ve lipit
metabolizmasini iyilestirdigi, ayrica viicut agirligini ve yag dokusu kiitlesini azalttig1
gosterilmistir.  Ayrica leptin enjeksiyonlarin erigkin Wistar sicanlarinda plazma
FGF21 seviyelerini arttirdigi bulunmustur. Leptinin pankreas FGF21 ekspresyonunu
ve salimini uyarabilecegi one siiriilmiistiir. Leptinin HepG2 hiicrelerinde de FGF21

ekspresyonunu arttirdigr in vitro olarak dogrulanmistir (Asrih ve ark. 2016).
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Calismamizda ise zebra baliklarinda fazla besleme ile olusturulan tip 2 diyabet
modelinde fgf21 ve leptin ekspresyon diizeyleri artmistir. Calismamizda disaridan
leptin uygulanmas1 yapilmamis olup endojen leptin ekspresyon diizeyleri
belirlenmistir. Tip 2 diyabet olusturulan diger modellerde artmis leptin
dizeylerigosterilmistir. Zhang ve arkadaslari tip 2 diyabet modeli gelisimi sirasinda,
sican viicut agirligindaki artisla birlikte, serum leptin konsantrasyonlarinin ve
adiposit leptin {iretiminin 6nemli Ol¢lide arttigin1  gostermistir. Bu durum
hipotalamik leptin reseptérinin down regllasyonu ile iliskilendirilmistir(Zhang ve
ark., 2013).

Hiperfaji ve hem insiilin hem de leptinin artmis seviyeleri obezitenin ortak
Ozellikleridir. Bu aslinda paradoksal bir durumdur. Ciinkii leptin gii¢lii bir beslenme
inhibitéridir ve insilin sekresyonunun inhibisyonu yoluyla insilin seviyelerini
diistirmesi beklenir. Bu durumun obezitenin hem insiilinin hem de leptinin biyolojik
etkilerine kars1 gelisen direncgle iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bununla birlikte,
genel olarak leptin direncinin hiperfajiye katkida bulundugunu bilinmekle
hiperfajinin de leptin direncine ve diger metabolik obezite sekansina neden

olabilmesi mumkunddr (Wang ve ark., 2001).

Calismamizda gruplarin oksidan antioksidan parametreleri incelendiginde, D
grubunda LPO ve NO diizeylerinin K grubuna gore anlamli derecede arttigi, SOD ve
GST enzim aktivitelerinin ise azaldig1 goriilmektedir. D grubunda Stevia’nin hem
yiiksek hem de diisiikk dozda verilmesi LPO ve NO diizeylerini azaltmig; SOD ve
GST aktivitelerini arttirmustir.

Steviol glikozitler endiistride tatlandirici olarak kullanilmakla beraber, aym
zamanda gidalarin depolanma esnasinda tatliligini koruma ve farkli is kosullarda
stabilitelerini kaybetmemeleri i¢in kullanilmaktadir (Balkir, 2016). Stevia yapraklari
antimikrobiyal ve antioksidan etkili fenolik yapilari, C vitaminini, karotenoidleri ve
Klorofilleri yiksek oranda icermektedirler. Stevia yapraklarinda yiiksek antioksidan
etkili on sekiz adet 18 fenolik birlesik gosterilmistir. Stevia yapraklarinin antioksidan
etkisi Ozellikle folik asit, pirogalol, flavonoitler ve fenolik bilesiklerin yiiksek

igeriginden kaynaklanmaktadir (Criado ve ark., 2014).
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Normal yetiskin insanlarda Stevia rebaudiana 6ziitlerinin tiiketilmesi ile plazma
glukoz duzeylerinde baskilanma ve glukoz toleransinda artma arasinda korelasyon
oldugunu gosterilmistir (Anker ve ark., 2019).

Randomize kontrollii caligmalarda, diisiik seker ve kalori igerikli Ogiinlere
saflastirilmis steviol glikozitlerinin eklenmesinin ve takviye formunda saglikli ve
diyabetik deneklere verilmesinin postprandiyal kan glukozu seviyelerinde belirgin
bir diisiis sagladigi gozlenmistir. Normal agirlikta (BKI: 20.0 — 24.9) ve obez
deneklerde kusluk vaktinde stevia tiiketilmesinin siikroza kiyasla postprandiyal kan
glukozu (p < 0.01) ve insilin konsantrasyonunda (p < 0.05) belirgin bir disiis
sagladig1 gozlemlenmistir (Samuel ve ark., 2018).

5 mg steviosit/kg/gin o6lclsunde steviositin gastrointestinal gavaj ile normal
ratlara uygulanmasinin kan glukoz seviyesini farkli iki diyabet modelinde de oldugu
gibi doza bagiml sekilde oldugu gibi yine diislirdiiglinii ve bunu sadece insiilin
sekresyonunu olumlu yonde gelistirerek degil ayn1 zamanda glukoneogenez
yolaginda yer alan fosfoenol piriivat karboksikinaz enziminin konsantrasyonunu
diisiirerek karacigerdeki glukoneogenezi yavaslatmak iizerinden gerceklestirdigi

bildirilmistir (Samuel ve ark., 2018)

4 hafta boyunca fruktozdan yliksek beslenmis ratlarda, bir kerelik 90 dakika
sureli  oral 0.5 mg stevioside/kg/gin  uygulamasinin  plazma glukoz
konsantrasyonlarin1  diislirdiigli, glukoz-instlin  indeksi  (insulinin  glukoz
bertarafindaki etkisinin Ol¢iisli) geri cevirdigi gozlemlenmistir (Samuel ve ark.,
2018).

Doza bagli olarak (1 nmol/L ve 1 mmol/L) steviosit ve steviolln insilin
sekresyonunu olumlu yonde gelistirici etkisi glukozda inkiibe edilmis fare

adaciklarinda gosterilmistir (p < 0.05) (Samuel ve ark., 2018).

Stevioside ve stevioliin insiilinotropik etkisi glukoz konsantrasyonuna baglhdir
ve bu etki >8.3 mmol glukoz/L.’de gorllebilir (P <0.05). Ayrica c¢alismada,
stevioside ve stevioliin direkt olarak beta hiicreleri Uzerinde etki gosterip
gostermedigini anlayabilmek icin, beta hiicre hatt1 INS-1 kullanilmistir ve steviosit
ve steviolln insilin sekresyonunu beta hicreleri Gzerinde direkt etki goOstererek

uyardig1 sonucuna varmistir (P <0.05) (Samuel ve ark., 2018).
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Biyoyararlilig1 yiiksek olan isostevioliin genetik olarak obez ve diyabet olan
Kkay faraleri tizerinde 20 mg/kg/giin dozunda 9 haftalik uygulamasmin glukoz-
insiilin indeksi lizerinde olumlu etkisi oldugu, insiilin rezistansini azalttig1 ve diyabet
gelisimini yavaslattigi ortaya konmustur. Ayrica, KkAy farelerinin kontrol ve
isosteviol uygulamasi yapilan deney gruplarinin pankreatik adaciklarindaki isosteviol
GLUT2 (glukoz tasiyicist 2) transkriptinin, insilin regilasyonundaki anahtar
genlerin ve instlin transkripsiyon faktorlerinin gen ifadesinde upregulasyon
saglayarak glukoz sensitivitesini ve insiilin ekspesyonunu ve sekresyonunu
iyilestirdigini gostermislerdir(Anker ve ark., 2019).

2019 yilinda yapilan sistematik derleme ve randomize kontrolli deneylerin meta
analiz caligmasina gore, bugiine kadar yapilan calismalarin biiyiik bir ¢ogunlugu
steviol glikozitlerin farmakolojik tedavi yoOniinii arastirmaktan ziyade tatlandirici
olarak kullanimlarmin giivenligi lizerine oldugu goriilmiistiir. Bu yiizden uygulanan
dozlarin  fizyolojik  degisiklikleri indiikleyecek kadar yiiksek olmadigi
diistiniilmektedir. Ayrica, insan g¢alismalarinda kullanilan anti-diyabetik ve anti-
hipertansif ilaglarin ¢alismalarin sonuglarini etkilemis olabilecegi diisiintilmektedir.
Halen bu konuda diyabetik denekler iizerinde yapilacak daha ¢ok klinik ¢alismaya
gereksinim duyulmaktadir (Anker ve ark., 2019).

Stevia yapraklarinin ve ekstrakte edilmis polifenollerin ve liflerinin
streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sicanlar {izerindeki etkilerini incenen
calismalar sonucunda steviadan ekstrakte edilen polifenollerin takviyesinin diyabet
ve komplikasyonlarinda bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Konu ile ilgili bir
calismanin sonucunda hem stevia yapraklarindan elde edilen ekstrenin hem de
polifenollerin  kan sekerini, ALT ve AST'yi azaltigi ve insllin seviyesini
arttigigosterilmistir. ~ Ayrica bu  ¢alismada stevia  karacigerdeki MDA
konsantrasyonunu azalttip antioksidan kapasiteyi iyilestirmis; glukoz toleransi ve

instilin duyarliligini diizeltmistir.

Bagka bir ¢alismada Stevia rebaudiana yapraklarinin sulu ekstraktinin albino
sicanlarda anti-diyabetik etkisi arastirilmistir. Bu amacla, streptozotosin (40 mg / kg
viicut agirligi, intraperitoneal) uygulanarak sicanlarda diyabet olusturulmus ve farkl
dozlarda stevia uygulanmistir. Bu calismanin sonucunda stevia sulu ekstresi, yem

alimin1 ve viicut agirhigini azaltarak kilo kontroliinii iyilestirmistir. Ayrica, stevia
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ekstresikan glukoz seviyesinde, aglik kan glikozunda ve glikozile edilmis (HbA1c)
hemoglobinde 6nemli 6l¢iide diisiise neden olurken, ve karaciger glikojen duzeyleri

ile insiilini 1yilestirmistir (Ahmad ve Ahmad, 2018).

Yiiksek glukoz kaynakli oksidatif stresin diyabetik retinopati patofizyolojisinde
yer alan epigenetik degisiklikler ile iligkili oldugu 6ne siiriilmistiir (Kowluru ve ark.,
2015). Calismamizda diyabet grubunda karaciger-pankreas dokusunda oksidatif

stresin bir belirteci olarak LPO diizeyleri artmistir.

Oksidatif stresteki bu artis ise dnmt3a ekspresyon diizeylerine yansimamistir.
Calismamizda artan LPO diizeylerine ragmen dnmt3a ekspresyon dizeylerinde bir
artis olusmamistir. Bunun nedeni karaciger dokusunda degisen metabolik aktiviteye

bagli olarak metilasyonun da azalmasi olabilir.

Calismamizda D grubunda dnmt3a mRNA ekspresyonunun K grubuna gore
anlamli derecede azaldigi, Stevia’nin diisiik dozda dnmt3a mRNA ekspresyonunu
arttirdig1 yiiksek dozda ise degistirmedigi belirlenmistir. DNA metilasyonu cevresel
faktorlerden etkilenebilir ve cesitli metabolik siirecler ve hastaliklar bu sekilde
diizenlenir. Yiksek glukoz kaynakli oksidatif stresin, retinal epitel hicrelerinde
DNMT ekspresyonu ve aktivitesinin artisindan once gergeklestigi ve dolayist ile
DNMT fonksiyonundaki degisikliklerin  oksidatif strese baghh olabildigi
gosterilmistir. Erken etki, en yiiksek ROS iiretimi ile birlikte DNMT aktivitesinin
azalmasina neden olurken, uzun vadeli oksidatif stres DNMT aktivitesini ve DNMT 1
ekspresyonunu arttirmistir (Maugeri ve ark 2018). Yiiksek glukoz kaynakli oksidatif
stres ile DNMT fonksiyonundaki degisiklikler arasindaki iligkinin antioksidanlar ve
DNMT inhibitérleri kullanarak, in vitro ve in vivo c¢alismalarla desteklenmesi
gerekmektedir.Calismamizda karaciger dokusunda artan oksidatif stres bu dokuda

dnmt3a ekspresyon diizeylerinin azalmasina neden olmus olablir.

Dnmt3a, Oncelikle gen ekspresyonunun bir baskilayicist olarak calisir.
Dnmt3a'nin negatif hedef genleri basinda Fgf21 bulunmaktadir. Dnmt3a, Fgf21
promoter bolgesindeki CpG leri metile ederek yag hiicrelerinde insiilin direncini
indiikleyebilir. Fgf21 genlerinin ekspresyonunun azalmasi da yag hiicrelerinin
insiiline daha direncli olmasmm saglar Ote yandan Fgf21’in, Dnmt3a aracili insiilin

direncini diizeltebilecegi bildirilmistir. Bu veriler, adipoz Dnmt3a'nin in vitro ve in
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Vvivo olarak insiilin direncinin yeni bir epigenetik aract oldugunu gostermektedir (You
ve ark 2017).

Calismamizda ise bu galismalardan farkli olarak karaciger-pankreas dokusunda
dnmt3a ekspresyon diizeyi belirlenmis ve tip 2 diyabet grubunda kontrole goére
anlamli derecede bir azalma belirlenmistir. Yag dokusunda DNMT insiilin direncinin
epigenetik bir diizenleyici olarak tanimlanmis olmakla beraber bulgularimiz bu
durumun karaciger icin gecerli olmadigini géstermistir. Bu durum yine tip 2 diyabet
grubunda karaciger dokusunda belirledigimiz artmis fgf21 ekspresyonu ile de
uyumludur. Yag dokusunda artmis DNTM3a nin FGF21 inhibisyonu yaptigi
bilinmektedir. Calismamizda ise Tip 2 diyabet grubunda karaciger dnmt3a
ekspresyonu  artmamis ve fgf21 ekspresyonunda herhangi bir inhibisyon

gbzlenmemis aksine artis gergeklesmistir.

Sonug olarak caligmamizda uygulanan 15 giin siire ile olusturdugumuz bu
modelde, zebra baliklarinda aglik kan glukozunun 15.giin degerlerinin fazla beslenen
diyabet gruplarinda 0.giline kiyasla artmasi, K grubunun degerlerinde ise bir degisim
goriilmemesi fazla besleme yoluyla olusturulan bu modelinin gegerliligini kanitlar
niteliktedir. Ayrica stevia uygulanmast bu gruplarda kan glukoz degerlerini ve
insiilin direnci gelisimi ile parametreleri doza bagimli sekilde olumlu yonde

etkilemistir.
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Abstract

Obesity and Type 2 diabetes (T2DM) contimue to merease rapidly in industnalized nations. High calone mtake may
lead to excessive increaze m post-prandial ghicose and msuln levels and lead to metabohe and hormonal changes
that stimulate hunger, accelerate fat accummlation (1). Zebrafish have been shown to be a switable model for
metabolic diseases (2). Aim of this study was to construct 2 T2DM zebrafish model that may be used in bromedical
and drug ressarch by overfeeding.

Animal procedures were approved by the Ethics Committes of Marmara University. Adult zebrafish (4-6 months
old) were assigned to either an overfeeding or a contrel group (p=13). In the overfed group each fish was fed with
120 mg commercially available fish food diided as six tumes daily for 2 weeks. Body weights and fasting blood
glucose were measured at the begmning and at the end of each week. Ol ghicose tolerance test (OGTT) was
performed usmg 3 micropipette to insert a glicose solution mto the mouth of the anesthetized zebrafish 30, 60, and
120 minutes after, blood samples were collected to determme the blood glucose levels usng a glocometer.
Overfeeding led fo significant alterations m body weights and fastmz bleod glucose levels. Orally glucose
administration for OGTT at a dose of 1.25 mg'z led to mereases in the blood ghicose levels. Zang et al showed that
one week of overfeeding was enough to mduce T2DM in zebrafish and increase fasting blood ghicose levels, and
suggested that zebrafish mav be more susceptible to ghicose mtolerance than the mouse (3).

Orverfed zebrafish model may be suggested as a raped and surtable T2DM model for drug research

Kevwords: zebrafich overfeeding, obesity, diabetes, OGTT
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