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ONSOZ

Tatlandiricilara 6zellikle dogal tatlandiricilara olan ilgi her gecen giin
artmaktadir. Diinya’da ve iilkemizde stevia ve tiirevlerinin tiiketimi artan ilgi ile
paralel bir sekilde degismektedir. Steviol glikozid de, son zamanlarda bilim
diinyasinin en dikkat ¢ekici konularindan biri olmustur. Simdiye kadar steviol glikozid
tikketiminin glivenirligi konusunda ortak net bir kaniya varilmamistir. Bu ¢alisma,
Tiirkiye’de de steviol glikozidin hem oksidatif hasar indeks parametreleri hem de
genetik parametreler tizerine etkisinin in-vivo kosullarda degerlendirilmesi ve yabanci

literatlirde yapilan ¢aligmalarla karsilastirilmast agisindan 6nem kazanmaktadir.
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1. GIRIS

Obezite, diyabet ve metabolik sendrom sikligindaki artisin seker ve seker igeren
besinlerin tiiketimindeki artis ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Tappy ve Lé, 2010).
Iki bin on dért-2015 yili raporuna gore; ortalama kisi bast yillik seker tiiketiminin
diinyada 23 kg, Tiirkiye’de 26 kg oldugu belirtilmektedir (TC Seker Kurumu, 2015).
Diinya seker tliketiminin 2016-2017 yil1 i¢in kisi bagina yillik ortalama 23,1 kg oldugu
ve her gecgen giin arttigi, Tiirkiye i¢in ise bu degerin 25,2 kg oldugu bildirilmektedir
(TC Seker Kurumu, 2017). Seker igeren yiyecek ve igecekler, tiikketilen 6giiniin toplam
enerji degerini ve glisemik indeksini 6nemli 6lglide etkilemektedir (Mathias ve ark.,
2013 ve Van Wymelbeke ve ark., 2004). Buna ek olarak, yiiksek enerjili ve yiiksek
glisemik indeksli besinlerin fazla miktarda tiiketilmesi sonucunda, metabolik ve
hormonal degisiklikleri tetikleyen ve viicut yaginin depolanmasini artiran yiiksek
postprandial glukoz diizeyine neden olmaktadir (De la Hunty ve ark., 2006). Diinya’da
obezite, diyabet sikligindaki artig son zamanlarda alternatif arayiglara neden olmustur.
Enerji alimin1 azaltmak, kan glukozunu kontrol altinda tutabilmek amaciyla enerji
degeri ve seker icerigi azaltilmis olan besinlere ilgi artmistir (Dabelea ve ark., 2007 ve
Ogden ve ark., 2006).

Tatlandiricilar seker yerine kullanilmak amaciyla iiretilmistir. Bu nedenle enerji
aliminin azaltilmasinda, viicut agirliginin kaybedilmesinde veya korunmasinda ve
buna bagli olarak tip 2 diyabet, obezite ve metabolik sendrom gibi hastaliklarin
goriilme sikliginin azaltilmasinda etkili rol oynamakta ve kullanim1 her gecen giin
artmaktadir (Johnson ve ark., 2009 ve Reyna ve ark., 2003). Bunun yani sira, gesitli
besinlerin enerji degerlerinin azaltilmasi ile tiiketiciye besin tliketiminde se¢im sansi
taninmasi, diyabet hastalarina alternatif besinler sunmasi, dis ciirlimelerine engel

olmasi bu ilgiyi daha da artirmistir (Brusick, 2008 ve Nabors ve Gelardi, 2001).

Tatlandirici, esit miktardaki sekere kiyasla daha fazla tatliliga sahip olan ve
genellikle daha az enerji igerigi bulunan dogal veya yapay kokenli kimyasal maddeler
olarak tanimlanmaktadir (Ozdemir ve ark., 2014). Tiirk Gida Kodeksi (TGK)’de

1



tatlandiric1 tanimi ise; “Diger gida katki maddeleri ve/veya gida bilesenlerini
icerebilen ve son tiliketiciye seker ikamesi olarak satist amaglanan izin verilmis
tatlandiric1 preparatlarini ifade eder” seklinde tamimlanmaktadir (TGK, 2013).

Tatlandiricilar gida katki maddeleri arasinda en ¢ok tartisilan maddeler olmustur.

Tatlandiricilarin  ilk  defa kithk zamanlarinda sekere alternatif olarak
kullanilmaya baslandigi, daha sonra besin endiistrisinde ise maliyeti diisiirmek igin
kullanildig1 bildirilmektedir. Tarihi kayitlara gore ilk tatlandiricinin bal oldugu
disiiniilmektedir. Zamanla bala alternatif olarak seker kamisindan elde edilen siikroz
kullanilmaya baslanmigtir (Nabors ve Gelardi, 2001). Bilim ve teknolojideki
gelismeler sonucunda tatli tadinin alinabilecegi dogal ve yapay pek ¢ok madde
kesfedilmis ve kullanilmistir. Yapay tatlandiricilar sinifinda ilk kullanilan tatlandirici

sakkarin olup bunu aspartam ve siklamat izlemistir (Weihrauch ve Diehl, 2004).

Tatlandiricilar yaygin olarak gesitli besin ve iiriinlerde kullaniimakta ve tiikketimi
giderek artmaktadir (Sylvetsky ve Rother, 2016). Tatlandiricilarin tiketimi ile ilgili
yapilan en genis captaki ¢alismada 1970 ile 2009 yillari kapsayan USDA-ERS
(United States Department of Agriculture Economic Research Service-ABD Tarim
Bakanligi Ekonomik Arastirma Servisi) ve NHANES (National Health and Nutrition
Examination Survey-Amerika Ulusal Saglik ve Beslenme inceleme Taramasi) veri
tabanlar1 kullanilmistir. Calismaya gore; 1970 yilinda tatlandiricilarin giinliik enerji
alimina katkis1 410 kkal iken 2009 yilinda bu oran % 1,3 artarak 622 kkal degerine
ulagsmustir (Carden ve Carr, 2013). NHANES verileri kullanilan baska bir ¢alismada
2003 ile 2010 yillar1 arasinda Amerikan populasyonunda tatlandirict tiiketimleri
degerlendirildi. Tatlandirici igeren igecek tiiketimi 2003-2004 yillarinda yetiskinlerde
%21,1, ¢ocuklarda %?7,8 olarak bulunmustur. Fakat 2009-2010 yillar1 arasinda bu
oranlar yetigskinlerde %24,9’a, cocuklarda ise %18,9’a yiikseldigi belirtilmistir
(Piernas ve ark., 2013).

Tatlandiricilar en ¢ok tartisilan gida katki maddeleridir. Genel olarak giivenli

kabul edilseler de, son 20 yilda tatlandiricilarin tiiketiminde goriilen ciddi artig; kan



glukoz ve lipit degerlerini etkileme, insiilin direnci, karaciger yaglanmasi, sinir sistemi
ve lireme sistemi tizerine etkileri, kanser, mutajenite, hepatotoksite ve genotoksisite
basta olmak iizere ¢esitli saglik endiselerini de beraberinde getirmektedir (Bergamo ve
ark., 2011).

TGK’nde tatlandiricilar gida katki maddesi sinifinda olup; “Bir tatlandiricinin,
seker ilavesiz bilesik gida, enerjisi azaltilmis bilesik gida, diistik kalorili diyet amagl
bilesik gida, dislerin ciiriimesine neden olmayan bilesik gida ve raf omrii uzatilmig
bilesik gidada bulunmasma; bu bilesik gidanin bilesenlerinden birinde

kullanilabilmesi sartiyla izin verilir.” ibaresi yer almaktadir (TGK, 2013).

Ideal bir tatlandiricida bulunmasi gereken oOzellikler; sekere es deger tat
saglamasi, renk ve koku igermemesi, Suda ¢oziinebilir olmasi, asidik ve bazik kosullara
ve 1s1l isleme kars1 dayanikli olmasi, raf 6mrii boyunca stabilitesini korumasi seklinde
sayilabilmektedir (Inang¢ ve Cinar, 2009). Ayrica ideal bir tatlandirici, toksik madde
icermemeli, Uirlin igerisindeki bilesenlerle tepkimeye girmemeli ve viicutta birikime
ugramadan kolayca metabolize olabilmeli ve atilabilmelidir. Bir tatlandiricinin
besinlerde kullanilabilmesi igin insan sagligi acisindan herhangi bir tehlikesinin
olmadiginin bilimsel olarak kanitlanmig olmasi gerekmektedir (Brusick, 2008).
Tatlandiricilarin - maliyetinin  diisiik olmasi ve {irline ekstra maliyet getirisi
olusturmamasi, depolama ve nakliye islemlerinin kolayligi istenen diger ozellikler

arasinda bulunmaktadir (Nabors, 2002).

Tatlandiricilar  birgok sekilde simiflandirilabilmektedir. Igeriginde enerji
bulundurmas: durumuna goére “nutritive” (besleyici) veya “enerjisi azaltilmis”
tatlandiricilar  ve “non-nutritive” (besleyici olmayan) veya diger bir adiyla “ener;ji
icermeyen” tatlandiricilar olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir (Kroger ve ark., 2006 ve
Ozdemir ve ark., 2014). Nutritive tatlandiricilar (siikroz ve fruktoz) besinlerde dogal
olarak bulunmaktadir (Fitch ve Keim, 2012). Diger yandan, non-nutritive
tatlandiricilar (aspartam, stevia ve siikraloz) ticari olarak tiretilmektedir (Gardner ve

ark., 2012). Ancak seker alkolleri, yapay tatlandiricilar ve dogal tatlandiricilar olmak



tizere 3 grup altinda yapilan siniflama en ¢ok tercih edilen siniflama sekli olmustur

(ADA, 2004).

Asagida bu siniflamaya gore tatlandiricilarin 6zellikleri agiklanmustir.

1.1. Seker Alkolleri

Seker alkolleri veya diger bir adiyla polioller, kimyasal olarak bir keton veya
aldehit grubunun bir hidroksil grubuyla yer degistirmesi sonucu olusan sakkarit
tirevleri olarak tanimlanmaktadir (Zumbé ve ark., 2001). Molekiiliin i¢inde bulunan
mevcut sakkarit birimlerinin sayisina gore siiflandiriimaktadir. Bu grupta sorbitol,
mannitol, ksilitol, maltitol ve laktitol yer almaktadir. Sorbitol, mannitol ve ksilitol
stirastyla glukoz, mannoz ve ksilozdan tiiretilen monosakaritlerdir (Dills, 1989 ve
Wheeler ve ark., 1990). Dogal olarak bazi meyve ve sebzelerde az miktarlarda
bulunmaktadir. Ticari olarak glukoz, mannoz ve ksilozun hidrojenasyonu yontemi ile
tiretilmektedirler (Langkilde ve ark., 1994). Maltitol ve laktitol sirasiyla maltoz ve
laktozun hidrojenasyonundan iiretilen disakkaritlerdendir (Wiirsch ve ark., 1989).
Polioller viicutta tamamen metabolize edilemediginden seker ve diger
karbonhidratlarin ortalama yaris1 kadar (~2 kkal/g) enerji saglamaktadirlar (CFIA,
2017). Sorbitol gibi bazi poliollerin midede gaz basta olmak iizere g¢esitli
rahatsizliklara neden oldugu bilinmektedir. Hatta yiiksek miktarlarda (20-50 g/giin)
tilketilmesi durumlarinda bazi insanlarda ishale neden olabilmektedir. Bu nedenle
poliol icerigi yiiksek besinlerin paketleri iizerinde "Fazla tiiketimi laksatif etki

gosterebilir" ifadesi bulunabilmektedir (Asif, 2013).

1.1.1. Sorbitol

Sorbitol, dogal olarak birgok meyvede (6zellikle dut, ¢ilek, bogiirtlen vb. gibi)

bulunan 6 karbonlu bir seker alkoliidiir. Ureticiler igin maliyeti ¢ok yiiksek olmasina



ragmen sorbitol; sakiz, cikolata, kek, kurabiye gibi ¢esitli besin maddelerinde, dis
macunu, bazi1 agiz temizleme sivilart ile ilaglarda kullanilmaktadir (Asif, 2013).
Avrupa Birligi (AB) tarafindan gida katki maddelerini belirlemek i¢in kullanilan E
kodu sorbitol i¢in E 420 ile gosterilmektedir (Leclercg, 1999).

Sorbitoliin tatlilik derecesi siikrozun yaris1 kadardir (Asif, 2013). Ince barsaktan
absorbsiyonu (emilimi) ortamda glukoz varligina gore artmakla birlikte, yaklasik
%50-70 oranindadir. Sorbitol insan barsagindan en fazla emilen seker alkolii olma
Ozelligi tasimaktadir (Langkilde ve ark., 1994). Sorbitoliin 1 gram’1 2,6 kkal enerji
degerine sahiptir (CFIA, 2017).

Diyabet hastalar1 tarafindan sorbitoliin tiiketilip tiiketilmemesi konusu hala
tartismalidir (Duffy ve Anderson, 1998 ve Wolever ve ark., 2002). Ancak sorbitoliin
sagladigi enerji ve emilim oran1 gz oniinde bulundurularak, 6zellikle Tip 2 diyabet
hastalarinda 10 g/giin altinda tiiketilmesinin kontraendike olmadigi belirtilmektedir
(Franz ve ark., 20002).

Sorbitol non-karsinojenik olarak kabul edilmektedir. Staphylococcus mutans (S.
mutans) tarafindan asidik ortamda fermente edilmektedir (Asif, 2013). Yapilan bir
aragtirmada, 17 saglikli yetigkin bireyin 25 giin boyunca 35 g/giin dozda sorbitol
kullanmasi durumunda; hafif karsiojenik potansiyel etki goriildigi, tikiirik bezi
islevini azalttii, normal olarak dis plaklarinin olusumunu destekledigi ve mutans
streptokoklarin bityiimesine neden oldugu gosterilmistir (Wennerholm ve ark., 1994).
Bununla birlikte sorbitoliin 6zellikle dislerde remineralizasyonu arttiric1 etkisinin

olmadigi bildirilmektedir (Creanor ve ark., 1992).

Sorbitol, gastrointestinal sistemden (GiS) kolayca sindirilememekte ve absorbe
edilememektedir. Bu nedenle yliksek miktarlarda (20-50 g/giin) tiiketildiginde
potansiyel bir yan etki olarak diareye neden oldugu bildirilmektedir (Hyams, 1983).
Sorbitol tiiketiminin GIS’de yalnizca diare degil abdominal distansiyon, karin agrisi

ve barsaklarda gaz iiretiminin artmasina da neden oldugu belirtilmektedir (Kajs ve



ark., 1997). Yapilan bir ¢alismada 20 g/giin sorbitol tiiketiminde diare gozlendigi,
malabsorbsiyon goriilme durumunun doz artistyla paralel oldugu ve en yiiksek dozda
(20 g/giin) GIS sikayetlerinin artt1ig1 belirtilmektedir. Sorbitol tiiketiminin 10 g/giin ile
sinirlandiriimas1 durumunda bu GIS sikayetlerinde iigte bir oraninda azalma oldugu

bulunmustur (Vernia ve ark., 1995).

1.1.2. Ksilitol

Ksilitol, dogal olarak olusan bes karbonlu fermente edilemeyen bir seker
alkoliidiir. Ilk defa 1890 yilinda hus cinsi ve diger sert agaclarda, bugday ve yulaf
samaninda bulunmus olup, 1891 yilinda ¢esitli meyve ve sebzelerde de dogal olarak
bulundugu kesfedilmistir (Hildebrandt ve Sparks, 2000). Ksilitoliin sinirli miktarda
kullanim1 1986 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA- U.S. Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmistir (Wolever ve ark., 2002). Ksilitol bulundugu
besinlerin etiketinde E 967 kodu ile gosterilmektedir (Leclercq, 1999).

Ksilitol siikroz gibi tatli ve hos bir tada sahiptir fakat liretim maliyeti nispeten
daha yiiksektir. Ksilitol tiiketildiginde 2,4 kkal/g enerji vermektedir (Wolever ve ark.,
2002). Bu nedenle kan glukozunu artirict etkisi bulunmaktadir (Isokangas ve ark.,
1991). Ksilitol baslica sakizlarda, nane veya mentollii sekerlerde ve dis macunlarinda
kullanildig1 gibi tablet seklinde de bulunmaktadir (Hayes, 2001). Calismalar, ksilitol
iceren sakizlarmm diizenli kullanilmasmin dis plagi miktarinda ve S. mutans
diizeylerinde belirgin bir azalma sagladigin1 bununla birlikte tiikiiriik iiretiminde de
artisa neden oldugunu belirtmektedir (Autio, 2002; Hayes, 2001 ve Isokangas ve ark.,
1991). Dis hassasiyeti sikayeti olan bireylerde ksilitol i¢eren sakizlarn diizenli
¢ignenmesinin dis ciiriikklerini azalttigi ve ¢iiriikk lezyonlarinda remineralizasyonu
sagladig1 bildirilmektedir (Méakinen ve ark., 1995 ve Mikinen ve ark., 1996).
Ksilitoliin ayn1 zamanda, periodontal patojen bakteriler grubunda yer aldigi kabul
edilen ve dis eti hastaliklarina neden olan Porphyromonas gingivalis'i inhibe ettigi
gosterilmistir (Han ve ark., 2005). Bu nedenlerden dolayi, ksilitoliin diizenli

kullaniminin, periodontal hastaliklar ve dis eti iltthaplanmasin1 6nlenmede giiclii bir
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yardimct olabildigi kabul edilmektedir (Mékinen, 2000). Yapilan c¢alismalarda
ksilitoliin kloreksadin ve floriir tedavileri ile kiyaslandiginda anneden bebege
karsinojenik bakteri bulasma riskini disiirdiigi ve giindiiz bakim merkezlerindeki
cocuklarda enfeksiyon goriilme sikligini azalttigi belirtilmistir (Mékinen ve ark., 2001
ve Soderling ve ark., 2001). Bununla birlikte, asir1 ksilitol kullanimi, diare ile
sonuclanan Crohn hastaligi ve irritabl barsak sendromunun semptomlarini
agirlastirabilmektedir (Asif, 2013; Ludwig ve ark., 1984 ve Newberne ve ark., 1988).
Ksilitoliin 50 g/giin lizerinde tiiketilmesi durumunda tolerasyonun zorlastigi, bununla
birlikte 6zellikle GIS sikayetlerinde artisa neden oldugu belirtilmektedir (Bonnema ve
ark., 2016).

1.1.3. Eritritol

Dort karbonlu bir gseker alkolii olan eritritol; sorbitol, mannitol ve ksilitol gibi
diger seker alkolleri ile benzer ozelliklere sahiptir. Glukozun fermantasyonu ile
baslayan bir dizi islem sonucu olugmakta; kavun, armut ve mantar basta olmak tizere
cesitli sebze ve meyvelerde dogal olarak bulunmaktadir (Park ve ark., 2016). Eritritol
eklenen besinlerin etiketinde E 968 kodu bulunmaktadir (Leclercq, 1999).

Suda ¢oziinmeyen eritritol, siikrozla kiyaslandiginda % 60-80 oraninda tatliliga
sahiptir. Eritritoliin enerji degeri diger seker alkolleri ile kiyaslandiginda oldukga
diigiiktiir. Grami basima 0.2 kkal enerji vermektedir ve bu deger siikrozun enerji
degerinin 0,05’ine denktir (CFIA, 2017). Eritritol, Japonya'da 1990 yilindan bu yana
sekerlemeler, alkolsiiz icecekler, sakizlar, receller ve yogurtlarda kullanilmaktadir.
FDA tarafindan 1997'de GRAS (Generally Recognized As Safe-Genellikle Giivenli
Olarak Kabul Edilen) listesine alinmistir (Asif, 2013). Yapilan bir ¢alismada
eritritoliin 35 g/giin lizerinde alinmasi durumunda siskinlik, gaz ve diare gibi
istenmeyen yan etkilere neden oldugu bildirilmistir (Bonnema ve ark., 2016). Diger
caligmalarda ise; eritritoliin 50 g/giin kadar alindiginda tolerasyonunun iyi oldugu
fakat hafif mide bulantisina ve GIS’te gurultuya yol agtig1, bununla birlikte 20-35
g/giin dozunda alindiginda herhangi bir yan etki goriilmedigi belirtilmektedir (Flint ve
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ark., 2014 ve Lee ve ark., 2002). Genel oneri ise; eritritoliin 35 g/giin dozundan daha
az almmasi seklindedir. Bu miktarin {izerinde alimi hem c¢ocuklarda hem de

eriskinlerde ishali tetiklemektedir (Munro ve ark., 1998).

Eritritol, 1s1iya dayaniklidir. Bu nedenle diistik karbonhidratli ve/veya enerjili
diyetlerde 1s1l islem gerektiren besinlerde siklikla tercih edilmektedir. ince
barsaklardan neredeyse tamamen emilmekte ve 24 saat i¢inde idrarda metabolik olarak
degisime ugramadan atilmaktadir. Eritritoliin tamamen metabolize olmas1 ve emilmesi
diger poliollerden farkli olarak diareye neden olmamasini saglamaktadir (Munro ve
ark., 1998). Mékinen ve arkadaslar1 (2005) eritritoliin toksik olmadigini, kanserojen
etkiler gostermedigini ayrica diyabet hastalar1 tarafindan da tiiketilmesinin giivenli
oldugunu bildirmektedirler. Ayn1 zamanda, eritritoliin diizenli kullaniminin, dis
plaklarinda ve tiikiiriikte S. mutans diizeylerini azalttig1 gosterilmistir (Mékinen ve
ark., 2005).

1.1.4. Diger Seker Alkolleri

Diger seker alkolleri grubu altinda laktitol, maltitol ve mannitol ele alinmustir.
Bu seker alkolleri besinlerde yaygin olarak kullanilmasina ragmen, insanlarda
metabolik etkilerini belirlemek i¢in yapilan ¢alismalar smirlidir (Shankar ve ark.,
2013).

Laktitol; laktozun hidrojenasyonu sonucunda firetilen, kimyasal yapis1 laktozla
benzerlik gosteren, disakkarit bir seker alkoliidiir (Wiirsch ve ark., 1989). Laktitol,
sikroza gore  %30-40 tathilik derecesine sahip olup, 2 kkal/g enerji degeri
bulunmaktadir (Ozdemir ve ark., 2014). ince barsaklarda tamamen sindirilememeleri
nedeniyle ozmotik etki olusturmakta, suyun barsaklar tarafindan cekilmesine ve
gaitanin yumusak olmasma hatta diare goriilmesine neden olmaktadirlar.
Sindirilmeyen materyalin kolondaki bakteriler tarafindan fermentasyonu sonucunda

karinda siskinlik ve gaz gibi yan etkiler de goriilebilmektedir (Wiebe ve ark., 2011).



Laktitoliin GIS sikayetleri iizerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilan ¢ift kor
randomize kontrollii bir ¢alismada, 18-24 yas aras1 50 bireye 20 g siikroz ve 20 g
laktitol verilmistir. Calisma sonunda, laktitol tiiketen grubun gaz, gurultu ve diare
sikdyetlerinin siikroz grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirtilmistir (Lee
ve Storey, 1999). Laktitoliin diyabet hastalarinda kullanimimin giivenli oldugu
belirtilmisitir (ADA, 2004). Obez olmayan sekiz saglikli erkek bireyde laktitol ve
ksilitoliin plazma insiilin, glukoz ve C-peptid diizeylerindeki degisimleri ve ayni
zamanda karbonhidrat ve lipid peroksidasyonuna etkisini belirlemek amaciyla yapilan
bir ¢aligmada, 3 farkli gruba 25 g/giin olacak sekilde sirasiyla laktitol, ksilitol ve
glukoz verilmistir. Laktitol ve ksilitol verilen gruplarda glukoza gére plazma insiilin,
glukoz ve C-peptid diizeylerinde daha az yiikselme oldugu ve bunun istatistiksel olarak
anlamli (p=0,02) oldugu belirtilmistir. Laktitol ve ksilitol gruplar1 arasinda ise anlamli
fark bulunmamistir. Ayrica calismada, gruplar arasinda karbonhidrat ve lipid
peroksidasyonu agisindan anlamli bir fark bulunmadigi ve diyabet hastalarinda
laktitoliin giivenle kullanilabilecegi belirtilmistir (Natah ve ark., 1997). Laktitol i¢eren
besinlerin etiketinde E966 kodu bulunmaktadir (Leclercq, 1999).

Bir diger seker alkolii olan maltitol; maltozun hidrojenasyonundan firetilen ve
kimyasal yapist maltoza benzeyen, disakkarit yapida bir seker alkoliidiir (Wiirsch ve
ark., 1989). Maltitol dogal bir sekilde besinlerde bulunmamaktadir. Ince barsaklardan
cok az miktarda emilmekte olup, idrarla atilmaktadir (Langkilde ve ark., 1994). ilk
olarak Japonya’da kullanilmis olan maltitol diisiik karsinojeniteye sahip bir tatlandirict
olarak kabul edilmektedir (Birkhed ve ark., 1979). Siikroza gore %90 tatlilik
derecesine sahip olup, 2,1 kkal/g enerji vermektedir (Ozdemir ve ark., 2014).
Maltitoliin kan sekerini ve insiilin sekresyonunu 6nemli Ol¢iide artirmadigi ve bu
nedenle Tip 2 diyabet hastalarinda giivenle kullanilabilecegi belirtilmistir (Azami,
2000). Maltitol ilk olarak, siikroz igeren besinlerin dis plakasinda asit iiretimini
artirmasi nedeniyle siikroz yerine tercih edilebilir bir tatlandirict olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Daha sonra Streptococcus mutans tarafindan fermente edilemedigi ve bu
ozelligi ile ksilitole alternatif bir tatlandirici olacag: diisiiniilse de, Lactobacillus
bakterileri tarafindan fermente edildigi bulunmus ve popiilaritesini kaybetmistir

(Edwardsson ve ark., 1977 ve Haresaku ve ark., 2007). Laktitol ve maltitoliin GIS



intolerasyonlarii degerlendirmek amaciyla yapilan ¢ift kor randémize kontrollii bir
calismada, 18-24 yas aras1 59 goniillii birey ele alinmistir. Bireylere her birinden 30ar
ve 40’ar g olacak sekilde laktitol, maltitol ve siikroz eklenmis 100 g siitlii ¢ikolata
verilmistir. Calisma sonucunda, 30 g ve 40 g laktitollii ¢ikolata tiiketen bireylerde
midede gaz olusumu, gurultu, diare ve kolik semptomlarinin siikroza gore anlaml
olarak daha fazla goriildigli ve agir seyrettigi belirtilmistir (p=0,01). Maltitol igeren
cikolatalarin laktitole gore daha az intolerasyona neden oldugu ve daha hafif seyrettigi
bildirilmistir. Ayrica maltitoliin her iki dozunun da diareye neden olmadig1 ve
semptomlarinin siikroza benzer oldugu belirtilmistir (Koutsou ve ark., 1996). Maltitol
bulundugu besinlerin etiketinde E965 kodu ile gosterilmektedir (Leclercq, 1999).

Diger bir seker alkolii mannitol; bakteri, maya, mantar ve bitkilerde yaygin
olarak bulunan, fruktoz tiirevi, 6 karbonlu bir seker alkoliidiir (Song ve Vieille, 2009).
Mannitol, siikroza gore %50-70 tatlilik derecesine sahip olmakla birlikte, 1,6 kkal/g
enerji degerine sahiptir (Ozdemir ve ark., 2014). Diger seker alkollerinde de oldugu
gibi sekerleme, sakiz, ¢ikolata, dondurma, dondurulmus besin, aromali recel, jole,
firinlanmis besin ve siitlii tath basta olmak iizere bir¢ok besinde, diyabetik tirlinlerin
cogunda ve bazi ilaglarda kullanilmaktadir (Kuitunen ve ark., 2002). Metabolize
edilemeyen mannitol, ince barsaklardan ¢ok az emilmektedir. Kan sekerini oldukca
yavas yukselttigi, yani ¢cok diistik glisemik indekse sahip oldugu ve bu nedenle diyabet
hastalarinin rahatlikla kullanabilecegi belirtilmistir (Pasha ve ark., 2002). Tip 1
diyabetli 26 ¢ocuk ve saglikli 24 cocuk lizerinde yapilan bir ¢aligmada, ¢ocuklara 5
hafta boyunca 4 g/giin mannitol oral olarak verilmistir. Diyabetli gruptaki ¢ocuklarla
kontrol grubu arasinda barsak permeabilitesi agisindan herhangi bir farklilik
saptanmamigtir. Ayrica diyabet grubundaki ¢ocuklarda ¢aligma dncesine gore insiilin
sekresyonu ve kan glukoz diizeyleri agisindan istatistiksel bir fark bulunmadig:
bildirilmistir (Kuitunen ve ark., 2002). Mannitoliin bir diger 6zelligi, agizda bulunan
bakteriler tarafindan metabolize edilemedigi i¢in dis plaklarinda herhangi bir negatif
etkiye neden olmamasidir (Kearsley ve Deis, 2006 ve Wisselink ve ark., 2002).
Mannitoliin ayrica non-karsinojenik oldugu ve bununla birlikte oksidatif hasara kars1
korumada antioksidan rol oynadig1 belirtilmektedir (Song ve Vieille, 2009). Mannitol

tilketiminin 20 g/giin {izeri olmas1 durumunda diareye neden olabilecegi belirtilmistir
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(ADA, 2004). Mannitol igeren besinler etikette E421 kodu ile gosterilmektedir
(Leclercq, 1999).

1.2. Yapay Tatlandiricilar

Tanim1 geregi, cok diisiik enerjili tatlandiricilar, non-nutritive tatlandiricilar,
kalorisiz tatlandiricilar veya yogun tatlandiricilar olarak da adlandirilan yapay
tatlandiricilar, siikroza gore gram basina daha yiiksek tatlilik derecesine sahiptirler
(Gardner ve ark., 2012). Bu nedenle besinlere daha disiik miktarlarda
eklenmektedirler, dolayisiyla bulunduklart besinlerin enerji degerini az ya da hig
denebilecek kadar diisiik diizeyde etkilemektedirler (Duffy ve Anderson, 1998).
Bundan dolay1 yapay tatlandiricilar, seker icermeyen, sekeri azaltilmis olan veya
diisiik enerjili diyet tiriinlerinde, yogurtlarda, tatlilarda ve sakizlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ozdemir ve ark., 2014). Besin sanayiinde siklikla karisim seklinde
veya sekerle birlikte kullanildigi goriilmektedir. Bunun nedeni ise; bazi1 yapay
tatlandiricilarin agizda biraktiklari arzu edilmeyen aromay1 gidermek veya lezzeti daha
kabul edilebilir hale getirmektir (Mattes ve Popkin, 2009).

Tatlandiricilarin  tiiketim  Onerileri  verilirken siklikla kullanilan terimlerin
basinda ADI (Acceptable Daily Intake-insanda Kabul Edilebilir Giinliik Alim Miktari)
gelmektedir. ADI, bir kisinin bir madde i¢in yasami boyunca risk almadan giivenle
tilketebilecegi giin bazindaki ortalama miktar1 tanimlamaktadir ve genellikle
mg/kg/glin cinsinden ifade edilmektedir (ADA, 2004). ADI, hayvan deneylerinde
herhangi negatif etki gozlenmeyen maksimum dozun 1/100't kadardir. Gida katki
maddelerinin besinlerde kullanim miktarlari, ADI degerini agmayacak bigimde

ayarlanmaktadir (Kroger ve ark., 2006).

FDA mevcut verileri degerlendirerek, yapay tatlandiricilar grubunda yer alan
yalnizca bes tatlandirictyr "gida katki maddeleri" sinifi altinda GRAS listesine
alinmasini onaylamistir. Bunlar: aspartam, asesiilfam potasyum (asesiilfam-K),

sakkarin, siikraloz ve neotame’dir (Asif, 2013).
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1.2.1. Aspartam

Kokusuz, yogun tatli, beyaz kristal toz seklinde bulunan aspartam, diistik enerjili
ve/veya seker igermeyen besinlerde en sik kullanilan yapay tatlandiricidir (Abdel-
Salam ve ark., 2012 ve Magnuson ve ark., 2007). Dogal olarak bulunmayan aspartam,
kimyasal adi ile L-aspartil-L-fenilalanin metil ester, 1965 yilinda James Schlatter
tarafindan kesfedilmis olup, 1981'de FDA tarafindan gidalarda kullanimi
onaylanmistir (Magnuson ve ark., 2007). Bir metanol molekiiliiniin (%210) fenilalanin
(%50) ve aspartik asit (%40) amino asitleri ile baglanmasi sonucu olusan bir
tatlandiricidir (Humphries ve ark., 2008). Aspartam, yogurt, diisiik alkollii igecekler,
bazi ilaglar gibi 6000'den fazla iirtinde kullanilan ve diinya ¢capinda 200 milyondan
fazla insan tarafindan tiiketilen bir bilesiktir (Abdel-Salam ve ark., 2012). Amerika’da
aspartamin giinliik aliminin yetigkin popiilasyonda 2-3 mg/kg, ¢ocuklarda ise; 2.5-5
mg/kg kadar oldugu bildirilmektedir (Butchko ve ark., 2002). Bu degerlerin Avrupa'da
40 mg/kg ve Amerika'da 50 mg/kg olarak kabul edilen Onerilen Maksimum Giinliik
Alim Diizeyi (RDI)’nden oldukea diisiik oldugu goriilmektedir (Humphries ve ark.,
2008). Aspartam igin ADI degeri 40 mg/kg/giin, NOAEL (No Observed Advers Effect
Level-Deney Hayvanlarinda Toksik Etki Gostermeyen En Yiiksek Doz) degeri 4000
mg/kg olarak kabul edilmektedir (Bandyopadhyay ve ark., 2008). Aspartam hidroliz
edildiginde; beyin katekolaminlerinin bir prekiirsorii olan fenilalanin, bir
ndrotransmitter uyaricisi olan aspartik asit ile kanserojen ve norotoksin oldugu bilinen
formaldehit onclisti metanol agiga ¢iktig1 i¢in alim miktari ayrica onem arz etmektedir

(Hooper ve ark., 1994 ve Lee ve ark., 1994).

Diisiik kalorili tatlandiricilar sinifinda yer almasina ragmen siikroza denk bir
kalori degeri (4 kkal/g) bulunan aspartam, siikrozdan 200 kat daha fazla tatlilik
derecesine sahiptir (Grembecka ve Szefer, 2012). Bu nedenle siikroza kiyasla daha az
miktarda eklenmekte, bu da besinlerin daha diisiik enerjili olmasini saglamaktadir
(Abhilash ve ark., 2013).
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Aspartam kimyasal yapisinda fenilalanin aminoasidini bulundurmasindan dolay1
fenilketoniirili (PKU) hastalar i¢in kontrendikedir. Bu nedenle aspartam igeren
besinlerde fenilalanin aminoasidi igerdigi bilgisinin bulundurulmasi zorunludur
(Kroger ve ark., 2006). Aspartam E 951 kodu ile besinlerde tatlandirict olarak
kullanilmaktadir (Leclercq, 1999).

Aspartam, insan viicudunda esteraz ve peptidazlar tarafindan hizla metabolize
edilebilmektedir. Metabolitlerinin emilimi gastrointestinal sistem liimeninde meydana
gelmekte ve sonrasinda sistemik dolasima girmektedir (Magnuson ve ark., 2007 ve
Mourad ve Noor, 2011).

Amerikan Diyabet Birligi'ne (ADA) gore, diyabet ve obezite gibi kronik
hastaliklarin kontroliinde ve enerji aliminin azaltilmasinda aspartam gibi yapay
tatlandiricilarin kullanilmasi uygundur (Whitehouse ve ark., 2008). Obezite en temel
haliyle, yiiksek enerji alimi1 ve diisiik enerji harcamasi ile karakterize, yiiksek glisemik
indeksli besinlerin alimiyla dogrudan iliskili olabilen, viicutta anormal veya asir1 yag
birikiminin meydana geldigi bir hastaliktir (Roberts, 2015). Yiiksek enerjili ve
glisemik indeksli besinlerin tiikketimi, glukoz diizeyi ve tokluk (postprandiyal) insiilin
salinimi iizerinde artisa neden olmaktadir (Anton ve ark., 2010). Basit
karbonhidratlarin intestinal limende emiliminin yiiksek ve hizli olmasi gerekgesiyle,
seker ve tatlandiricili besinlerin tiiketimi ile yetiskinlerde obezite gelisme riski
arasindaki iligkiyi aragtirmak i¢in yapilan birgok ¢alisma bulunmaktadir (Basu ve ark.,
2014; Saris ve Tarnopolsky, 2003 ve Schulze ve ark., 2004). Bu ¢alismalardan elde
edilen bulgular artan seker ve tatlandirici tiiketiminin yani sira azalan fiziksel
aktivitenin; inslilin direnci, abdominal adipozite (yaglanma) ve hepatik steatozu
(karaciger yaglanmasi), tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve obezite ile

sonuglandig: belirtilmistir.

De la Hunty ve arkadaslari (2006), aspartam tiiketiminin enerji alimini
distirdigiinii, vicut agirligimi kontrol etmede veya azaltmada etkili oldugunu

gostermislerdir. Diger yandan, bazi1 epidemiyolojik caligmalar, diyete diisiik enerjili
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veya enerji igermeyen tatlandiricilarin eklenmesiyle birlikte yeme aliskanliklarini
degistirme girisiminin, diinya genelinde prevalansi her gecen giin artan obezitenin
oranini diisiirmede etkili bir rol oynamadigin1 gostermektedir (Gulati ve Misra, 2014
ve Yang, 2010). Rogers ve arkadaslarinin (2016) yaptigi, disik enerjili
tatlandiricilarin tilketiminin enerji alimi1 ve viicut agirligi iizerindeki etkilerini arastiran
sistematik derleme ¢aligsmada; seker yerine diigiik enerjili tatlandiric tiiketiminin viicut

agirhigindaki azalma ile pozitif iliskili oldugu bulunmustur.

Yapay tatlandiricilarin genotoksite ve DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) hasari ile
iligkili olabilecegi hipotezini arastirmak amaciyla yapilan bir¢ok c¢alisma
bulunmaktadir (Baeder ve ark.,, 1977, Mukherjee ve Chakrabarti, 1997,
Renciizogullar1 ve ark., 2004; Shephard ve ark., 1993 ve Wolff ve Rodin, 1978). Bu
calismalarin genelinden elde edilen sonuclar aspartamin genotoksik olmadigi ve DNA
hasarma neden olmadig1 yoniindedir. Konu ile ilgili olarak swiss albino erkek farelerde
yapilan bir ¢alismada; aspartamin 7, 14, 28 ve 35 mg/kg/giin dozlarinin uygulandigi
gruplar ve kontrol grubu 7 giin boyunca takip edilmistir. Farelerin femur kemiginden
alinan kemik iligi 6rnekleri ile DNA hasari incelenmis ve sadece 35 mg/kg/giin verilen
grupta anlamli farklilik bulunurken, diger dozlarda istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmadigi belirtmistir (Bandyopadhyay ve ark., 2008). Fakat 1978-2013 yillar1
arasinda aspartamin genotoksik etkilerini inceleyen 24 caligmanin ele alindigi bir
derlemede, ¢alismalarin %55 nin pozitif sonuglar buldugu ve aspartamin orta diizey

genotoksik ajan oldugu belirtilmistir (Y1lmaz ve Ugar, 2014).

1.2.2. Asesiilfam-K

Kesfi 1967'de Almanya'da olan asesiilfam-K diger bir deyisle asesiilfam
potasyum, isminden de anlasilacagi iizere yapisinda potasyum (K) i¢ermektedir
(Kroger ve ark., 2006). Ilk olarak 1988 yilinda FDA tarafindan kuru gidalarda
kullanilmast amaciyla onaylanmistir. Ancak 1984’te yogurt, bazi tathilar ve firinlanmis
tirtinler gibi kisith sayida besinde kullanilirken, 2002 yilindan itibaren tatlandirmak

amaciyla ¢ok ¢esitli besinlerde, kozmetik tiriinlerde ve birgok ilagta kullanilmaya
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baglanmistir (Mukherjee ve Chakrabarti, 1997). Asesiilfam-K i¢in AB gida katki
maddesi kodu E 950 olarak belirtilmektedir (Leclercq, 1999). Siikrozdan yaklasik 200
kat daha fazla tatlilik derecesine sahip olan bu yapay tatlandirici, 6zellikle 1siya
dayanikli olmasi nedeniyle pisirme ve firinlama gibi 1s1l isleme maruz kalan besinlerde
siklikla tercih edilmektedir (Nabors 2002). Bunun yami sira orta dereceli asidik
ortamlara dayanikli olmasi, asesiilfam-K’nin asitli iceceklerde basarili bir sekilde
kullanilmasii saglamaktadir (Kroger ve ark., 2006). Sakkarin ile benzer olarak, hafif
ac1 bir tada sahiptir. Bu nedenle; genellikle diger tatlandiricilarla birlikte
kullanilmaktadir (Horne ve ark., 2002).

Asesiilfam-K, insan viicudunda metabolize edilememekte dolayisiyla giinliik
enerji ve K (yapisinda K igermesine ragmen) alim miktarina etki etmemektedir (ADA,
2004). JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives-Gida Katki
Maddeleri FAO/DSO Ortak Uzman Komitesi), asesiilfam-K i¢in ADI degerini 15
mg/kg/glin olarak belirlemistir (JECFA, 2001). Asesiilfam-K’nin dis g¢iirtiklerine
neden olmadig1 ve non-Karsinojenik oldugu kanisi1 bulunmaktadir (Asif, 2013). FDA
tarafindan besinlerle tiiketiminin giivenli oldugu bildirilse de, doza bagli sitogenetik
toksisite agisindan bazi endiseler bulunmaktadir (Mukherjee ve Chakrabarti, 1997).
Mus musculus cinsi 16 erkek fare iizerinde yapilan bir ¢calismada; asesiilfam-K’nin
150, 300 ve 600 mg/kg dozlarinda verildigi ti¢ grup ve negatif kontrol grubu (distile
su) 7 giin boyunca takip edilmistir. Farelerden alinan kemik iligi 6rneklerinde comet
assay yontemi ile DNA hasar1 degerlendirilmistir. Negatif kontrol grubu digindaki
diger tiim dozlarda DNA hasar1 tespit edilip bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (Bandyopadhyay ve ark., 2008).

1.2.3. Sakkarin

Sakkarin 1878 yilinda kesfedilmis, 1958’de FDA tarafindan ilk onay alan yapay
tatlandirict olmustur. Bu nedenle iizerinde en ¢ok arastirma yapilan ve en yaygin
kullanimina sahip yapay tatlandirici olma 6zelligini tasimaktadir (Ozdemir ve ark.,

2014). Siikrozdan 300 kat daha fazla tatliliga sahip olup enerji igermemektedir. Non-
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karsinojenik oldugu yillar iginde kabul edilmis olan sakkarinin, hafif ac1 ve metalik
tadi bulunmaktadir. Bunun nedeni ise yapisinda karbonilik oksijen (O2), siilfonik O2
ve bir azot (N) metalik atomlarin bulunmasidir (Baran ve Yilmaz, 2006). Sakkarin i¢in
ADI degeri 5 mg/kg/giin olarak belirlenmistir (Bergamo ve ark., 2011). Tablet, toz
veya sivi formda bulunabilmekte ve diyet icecekleri, ilaglar ve kozmetik {irlinlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Sakkarinin kullanimi diinya ¢apinda 100'den fazla
iilkede onaylanmuistir. Istya dayanikli olmasi nedeniyle pisirme islemine tabi tutulacak
besinler i¢in uygundur. Sakkarinin viicutta yikimi1 olmamasi nedeniyle enerjisi yoktur.
Sakkarin, besinlerin etiketinde E 954 kodu ile gosterilmektedir (Duffy ve Anderson,
1998; Kroger ve ark., 2006; Leclercq, 1999; Mattes ve Popkin, 2009 ve Weihrauch ve
Diehl, 2004).

Sakkarin tiiketimi ile kanser insidansi arasinda bir iliski olmadig1 gerekgesiyle
potansiyel kansere neden olan ajanlar listesinden ¢ikarildigi belirtilmistir (Bell ve ark.,
2002; Gallus ve ark., 2006; Trichopoulos, 1999; Ugar ve Yilmaz, 2015 ve Weihrauch
ve Diehl, 2004).

1.2.4. Siikraloz

Stikraloz, 1976 yilinda slikrozdan ¢ok asamali bir sekilde iiretilerek kesfedilen,
0zel ve tek yapay tatlandiricidir. Siikraloz, siikrozdan yaklasik 600 kat daha tathdir ve
viicuta metabolize edilemedigi igin enerji katkisi bulunmamaktadir. “Gergek”
sekerden meydana geldigi i¢in olduk¢a hos bir tada sahiptir (Goldsmith, 2000 ve Sims
ve ark., 2000). Siikraloz, FDA tarafindan 1998 yilinda “masa istii tatlandiricisi”
olarak kabul edilmig, 1999 yilinda ise genel amagh bir tatlandirici olarak
onaylanmistir. Istya oldukca dayanikli olmasi nedeniyle 1s1l islem uygulanacak
besinlerde ¢ok rahat kullanilabilmektedir. Siikraloz ayrica tablet seklinde ¢ay ve kahve
tatlandiricisi olarak kullanildigi gibi, sakizlarda, dondurulmus tatlilarda ve daha bir¢ok
yiyecek ve igecekte kullanilmaktadir (Grice ve Goldsmith, 2000). Siikraloz
kullanildig1 besinlerdeki etiket bilgilerinde E 955 kodu ile gosterilmektedir (Leclercq,
1999).
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FDA siikraloz i¢in ADI degerini 5 mg/kg/giin olarak belirlemistir (Kroger ve
ark., 2006). Simdiye kadar, siikralozun kullaniminin herhangi bir saglik sorununa yol
actig1 belirtilmemistir (Gardner ve ark., 2012). Siikralozun diyabet hastalarinda da
giivenle kullanilabilecegi gosterilmistir (Grotz ve ark., 2003 ve Ma ve ark., 2010). Tip
2 diyabetli 128 hastanin alindigi ¢ift kor randomize bir ¢calismada, 67 hastaya on {i¢
hafta boyunca yiiksek doz (7.5 mg/kg/giin) siikraloz, 69 hastaya ise plasebo verilmis
olup, her iki grupta HbAlc (Hemoglobin Alc), aclik kan glukozu, C-peptid seviyeleri
acisindan ¢alisma oncesi ve sonrasinda fark olmadigi gosterilmistir (Grotz ve ark.,

2003).

1.2.5. Neotam

Neotam, kokusuz, beyaz renkte, kristal seklinde bulunan ve bir dizi hidrasyon
sonucu elde edilen bir bilesiktir. Neotame; fermente edilemeyen, agizda belirgin bir
tat birakmayan ancak hos bir tada sahip ayni zamanda en yogun yapay tatlandiricidir.
Siikroza gore 7000-13000 kat daha fazla tatlilik derecesine sahiptir. Neotame, aspartik
asit ve fenilalanin amino asitlerinden olusan bir dipeptit tiirevi olup kimyasal yapisi
aspartam ile benzerlik gostermektedir. Fakat fermente edilememesi nedeniyle PKU
hastalarinda giivenle kullanilabilmektedir. FDA tarafindan 2002 yilinda et ve kiimes
hayvanlari digindaki besinlerde lezzet artirmak amaciyla kullanimi onaylanmuistir.
Amerika’da ise, 1998 yilindan beri birgok besinde kullanilmaktadir (Asif, 2013; Nofre
ve Tinti, 2000; Ozdemir ve ark., 2014 ve Witt, 1999). Besinlerde neotamin tercih
edilmesinin birgok avantaji bulunmaktadir. Bunlar: Yogun tatlilik derecesi nedeniyle
az miktarda kullanilabilmesi, maliyetinin diisiik olmasi, tadinin siikroza yakin olmasit,
agizda herhangi aci tat, metalik tat gibi arzu edilmeyen tatlar birakmamasi, nétral pH
ortaminda stabil olmasi, 1siya dayanikli olmasi ve metabolize edilememesi dolayisiyla
da giinlik enerji, metanol ve fenilalanin alim diizeyini etkilememesi seklinde
siralanabilir. Isitya dayanikli olmasi neotamin, pisirme ve firinlama islemlerinde
siklikla tercih edilmesini saglamaktadir. Neotam ayrica; mesrubat, toz seklinde satilan

alkolsiiz icecekler, pastalar, yogurt ve sicak paketlenen iceceklerde de
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kullanilmaktadir (Kroger ve ark., 2006; Nofre ve Tinti, 2000 ve Witt, 1999). Neotam
kullanilan besinlerin etiketlerinde E 961 kodu ile yer almaktadir (Leclercq, 1999).

Neotam i¢in ADI degeri Avrupa’nin birgok iilkesinde 2 mg/kg/giin kabul
edilirken, FDA bu degeri 18 mg/kg/giin olarak belirlemistir (Ozdemir ve ark., 2014).
Insan iizerinde yapilan ¢alismalar kisitli olmakla birlikte, bu dozu asmadig takdirde
gebelerde dahi kullaniminin giivenli oldugu belirtilmektedir (Pope ve ark., 2014).
Agizda bulunan mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilemedigi i¢in dis
clriimelerine neden olmadigi ve ayni zamanda da non-karsinojenik oldugu

bildirilmektedir (Prakash ve ark., 2001).

1.3. Deogal Tatlandiricilar

Dogal tatlandiricilar, adindan da anlasildigi gibi besinlerde dogal olarak bulunan
ve tatlilik dereceleri yapay tatlandiricilara gore daha diisiik olan tatlandirict grubudur.
Bir¢ok besinde siikrozun yerine ge¢cmeyi basaran dogal tatlandiricilar, artan obezite ve
diyabet insidans1 nedeniyle 6zellikle son yillarda biiytik ilgi gérmektedir. Baz1 dogal
tatlandiricilar; agave surubu, akg¢aagac surubu, melas, brazzein, curculin, pentadin,
glisirizin, mabinlin, monellin, tamatin, tagatoz, hidrojene nisasta hidrolizatlar1 ve
izomalttir. Fakat dogal tatlandirici sinifinda en ¢ok bilinen ve iizerinde en fazla
caligilan tatlandirici stevia’dir. Stevia son yillarin en dikkat ¢ekici tatlandiricist haline
gelmistir (Chatsudthipong ve Muanprasat, 2009 ve Takasaki ve ark., 2003). Bundan
sonraki boliimde stevianin tanimi ve tarihgesine, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine,
biyokimyasi ve metabolizmasina, tiiketimi ve giivenilirligine, antioksidan aktivitesine,
karsinojenitesine, toksisitesine, anti-inflamatuar aktivitesine ve stevia ile yapilmis

diger ¢alismalara yer verilmistir.
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1.3.1. Stevia

1.3.1.1. Tanim ve Tarihcesi

Stevia, Asteraceae ailesindeki “Stevia rebaudiana Bertoni” adli bitkiden elde
edilen, dogal bir tatlandiricidir. ilk olarak Paraguay’m kuzeyindeki Amambay
bolgesinde yetistirilen stevia, sonrasinda Brezilya ve Arjantin’de de yetistirilmeye
baslanmis olup, simdilerde ise Asya, Avrupa ve Kanada basta olmak {izere diinyanin
birgok bolgesine yayilmis haldedir (Hossain ve ark., 2010 ve Lemus-Mondaca ve ark.,
2012). Her ne kadar stevia bitkisinin tatlandirici olarak kullanildigi ilk yer Giiney
Amerika olarak bilinse de, tarihgesi incelendiginde kullaniminin antik ¢aga kadar
dayandig1 goriilmektedir. Stevia rebaudiana Bertoni, ¢ogunlukla nemli ve iliman
bolgelerde yetismekte olan, ortalama 65 ila 90 cm arasinda uzunluga sahip bir bitki
tiiridiir (Goyal ve ark., 2010 ve Inan¢ ve Cinar, 2009). Bu bitki, ilk defa 1899 yilinda
Moisés Santiago Bertoni ismindeki bir bilim insani tarafindan botanik siniflamaya
dahil edilmistir. Baslangigta Eupatorium rebaudianum olarak isimlendirilen bu bitki
1905 yilinda S. rebaudiana Bertoni olarak bugiinkii ismini almistir. Bu bitkinin tath
tadinda oldugu ilk kez 1909 yilinda izole edilmesi sonucu kesfedilmis olup, 1931
yilinda yalnizca steviosid piirifiye edilebilmis, 1955°te ise diterpen glikozid olarak
kimyasal yapist kesfedilmistir (Barriocanal ve ark., 2008 ve Lemus-Mondaca ve ark.,
2012).

1.3.1.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Stevia’nin yaklasik 230 tiirii bulunmaktadir fakat bunlarin arasindan yalnizca
rebaudiana ve phlebophylla tiirleri, steviol glikosidleri (SG) sentezleyebilmektedir
(Brandle ve Telmer, 2007). S. rebaudiana Bertoni’nin kimyasal yapisinin, labdan
diterpenler, triterpenler, stigmasterol, taninler, ugucu yaglar, aminoasit, iz elementler
(demir (Fe), ¢inko (Zn), aliminyum (Al) gibi) ve steviosid, steviobiosid, dulkozid ve

rebaudiosit A, B, C, D ve E olmak iizere sekiz diterpenik glikozitden olustugu
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belirlenmistir. En yiiksek oranda bulunan maddeler ise; steviosid ve rebaudiosit A'dir
(Hossain ve ark., 2010). Stevianin 100 g’nda; 464.4 mg kalsiyum (Ca), 11.4 mg fosfor
(P), 55.3mg Fe, 190 mg sodyum (Na), 1800 mg potasyum (K) bulunmaktadir. Her ne
kadar stevianin mineral igerigi yiiksek olsa da, yiiksek oksalik asit (2295 mg/100g),
yiiksek lif (18.5 g/100g) ve diisiik de olsa tanin (0.01 mg/100g) igermekte, bu da Ca
ve Fe minerallerinin biyoyararliliginin azalmasina yol agmaktadir. Stevianin 100 g’1
2,7 kkal enerji, 52 g karbonhidrat, 9,8 g protein ve 2,5 g yag igermektedir
(Chatsudthipong ve Muanprasat, 2009).

SG; stevia’ya asil tatlilik tadini veren, diterpen tiirevi, dogal steviol bilesiklerdir.
Bu bilesiklerin steviosid, rebaudiosit A, B, C ve dulkozid basta olmak {izere yaklasik
40 kadar ¢esidi tespit edilmistir. Bu 40 glikozid iginden yalnizca steviosid, rebaudiosit
A, D ve E ve dukozid A ve B’nin stevia bitkisinin yapraklarinda oldugu belirlenmistir.
Glikozidler, suda kolayca ekstrakte edilerek saflagtirma, konsantre edilme ve en son
kurutma iglemlerinden gecirilmesi ile elde edilmektedir (Chatsudthipong ve
Muanprasat, 2009; Goyal ve ark., 2010; Lemus-Mondaca ve ark., 2012 ve Urban ve
ark., 2013). SG iginde en ¢ok bilineni olan steviosid, bir aglikona ii¢ molekiil glukozun
baglanmasiyla olusan steviol yapida bir glikozittir. Stevia yapraklarindan ekstrakte
edilen, tatlilik tadi yiiksek, dogal yapida bir bilesendir (Barriocanal ve ark., 2008 ve
Goyal ve rak., 2010).

Stevia, besin endiistrisinde ¢ok genis bir yelpazede enerjisiz bir tatlandirici
olarak kullanilmaktadir (Tavarini ve Angelini, 2013). Bir stevia yapragi analiz
edildiginde toplam kuru agirligin; %5-10'unu steviosid, %2-4’tinii rebaudiozit A, %1-
2’sini rebaudiozit C ve %0.4-0.7’sini dulkosid A’nin olusturdugu belirlenmistir
(Chatsudthipong ve Muanprasat, 2009; Lemus-Mondaca ve ark., 2012 ve Urban ve
ark., 2013).

Siikroza gore, dulkosid A’nin 50-120, rebaudiosit A’nin 250-450, rebaudiosit
B’nin 300- 350, rebaudiosit C’nin 50-120, rebaudiosit D’nin 250-450, rebaudiosit
E’nin 150-300 ve steviosidin 250-300 kat daha yiiksek tatlilik derecesine sahip oldugu
bildirilmistir (Chatsudthipong ve Muanprasat, 2009).
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Steviosid ekstraktlar, dogal veya pisirilmis olarak kullanilabilmekte ve 200
°C’ye kadar termostabil olduklar1 bilinmektedir. Steviosidin 1 saat boyunca 120 °C’de
inkiibe edilmesi sonucu yapisinda herhangi bir degisiklik olmadigi, 140 °C’yi asan
sicakliklarda stabilitesini zor da olsa korudugu, fakat 200 °C ve iizeri sicakliklarda
kompozisyonunda bozulmalar meydana geldigi belirtilmektedir (Abou-Arab ve ark.,
2010).

Sadece, steviosid ve rebaudioside A'nin, besin islemede kullanilan yiiksek
sicakliklarda kararli olmasi nedeniyle 1sitildiginda kahverengilesmeye veya

karamelizasyona ugramadig bildirilmistir (Savita ve ark., 2004).

1.3.1.3. Biyokimyasi ve Metabolizmasi

SG emilimi, insanlarda ve siganlarda, mide ve barsagin iist kisminda ¢ok az
miktarda ger¢eklesmektedir. SG, kalin barsak florasiyla temas edinceye kadar
metabolize edilmemektedir. Barsak florasi, SG’leri katabolik basamaginin son tiriinii
olan aglikon steviol'e hidroliz etmekte ve bdylece barsaklar tarafindan kolaylikla
emilmektedir (Renwick ve Tarka, 2008).

Steviol’e baglanan glukoz molekiillerinin sayisi, barsak bakterilerinin par¢calama
oranin1 ve dolayisiyla katabolik siireci etkilemektedir. Ornegin; stevioside daha az
glukoz molekiiliine sahip olup, rebaudioside A ile karsilastirildiginda daha kisa bir

metabolik siirecten gegmektedir (Roberts ve Renwick, 2008).

SG’nin yikimiyla elde edilen serbest steviol molekiilleri enterohepatik dolasima
girdikten sonra karacigere taginarak glukuronid ile baglanmaktadir. Siganlarda, steviol
glukuronid safradan atilarak tekrar barsaga ge¢cmekte ve diskiyla atilmadan once

dekonjugasyona ugramaktadir (Roberts ve Renwick, 2008).
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Insanlarda ise; steviol glukuronid, ¢ogunlukla idrarla atilmakta ve bununla
birlikte oral alimi takiben diskida az miktarda steviol bulunabilmektedir (Wheeler ve
ark., 2008).

Sistemik dolasimdaki steviol miktar1 insanlarda oldukga diistiktiir. Rebaudioside
A veya steviosid (100 ng/ml plazma sinir1) tikketen 16 kisiden 14'lniin plazmasinda
steviol tespit edilmemistir (Wheeler ve ark., 2008).

Ozetle SG, serbest steviol haline gegcmeden 6nce barsak bakterileri tarafindan
hidroliz edilmekte; emildikten sonra karacigerde glukuronidasyona ugramakta ve
sonra atilmaktadir (Riobo Servan ve ark., 2014). Stevia alimini takiben gelisen
biyokimyasal basamaklardan sonra kuru madde miktarina gére verdigi enerji degeri

ortalama 2.7 kkal/g olarak belirlenmistir (Chatsudthipong ve Muanprasat, 2009).

1.3.1.4. Tiiketimi ve Giivenilirligi

Stevia ekstrakti ve steviosid, Japonya, Giliney Kore, Brezilya, Arjantin ve
Paraguay'da gida katki maddesi sinifinda onaylanmis olup, 2009 yilindan bu yana
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde supleman olarak kullanilmaktadir (Choi ve
ark., 2002 ve Riobd Servan ve ark., 2014). Stevia tiiketiminin en fazla oldugu
ilkelerden biri olan Japonya’da 2000°’li yillarin basinda, 85-170 ton steviosid
tiikketildigi ve bunun birey bazinda diisiiniildiigiinde 300 mg/giin’e es deger oldugu
belirtilmistir (Huxtable, 2002).

Stevia i¢in ABD'de ilk GRAS bildirimi rebaudioside A bakimindan zengin bir
stevia tatlandiricisi ele alinarak olusturulmus, buna ek olarak JECFA tarafindan biraz
daha spesifiklestirilerek en az % 95 oraninda steviol glikozid igeren stevia iirlinleri igin
ek GRAS bildirimleri yaymlanmistir (Woelwer-Rieck ve ark., 2010). Daha sonra,
2010 yilinda ANS (Annual Nutrition Symposium-Yillik Beslenme Sempozyumu),

Avrupa Komisyonu'nun Onerisi ile hazirlanan steviol glikozidlerin giivenli oldugu
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konusunda bir karar yaymlanmistir (Belda-Galbis ve ark., 2014). Calismalarda
stevia'dan tiiretilen maddelerin kanserojen olmadigi veya diger olumsuz etkilerle
iliskili olmadig1 gosterilmektedir (Ishidate ve ark., 1984; Maki ve ark., 2008b ve
Williams ve Burdock, 2009).

Avrupa Komisyonu, 11 Kasim 2011'de icecekler, tatlilar, sekerlemeler ve
tatlandiricilar da dahil olmak tizere 31 farkli besin kategorisinde steviol glikozidlerin
kullanimina izin veren yonetmeligi onaylamistir (Kobus-Moryson ve Gramza-
Michatowska, 2015). TGK’da ise; 30 Haziran 2013te E960 koduyla steviol
glikosidlerin, firin triinleri, igecekler, yogurt, dondurma, regel, sos, ¢ikolata, agiz
yikama suyu ve diisiik enerjili sekerlemeler gibi bir¢ok iiriinde kullanimina izin
verilmistir. Stevianin kullanim limitleri (mg/kg veya mg/L); firin iiriinlerinde 200-
1000, gazl alkolsiiz ve alkollii igeceklerde 50-600, toz i¢eceklerde 200-2000, tablet
tatlandiricilarda 800-4000, siit {rinlerinde 150-1000, sakizlarda 300-6000,
sekerlemelerde 100-1000, tahil tiriinlerinde 200-1000, yenilebilir jellerde 200-1000,
nutrasotiklerde 200-1000 ve ilaglarda 50-1000 olarak belirtilmektedir (TGK, 2013).

Stevia endiistride en sik; tursu, kurutulmus deniz iiriinleri, soya sosu, icecek,
seker, sakiz, yogurt ve dondurma gibi ¢esitli besinlerde ve dis macunu, agiz yikama

suyu gibi tiriinlerde kullanilmaktadir (Choi ve ark., 2002).

JECFA tarafindan 2005 yilinda; bazi gida katki maddeleri, igerikleri, aroma
maddeleri ve dogal gida bilesenlerinin degerlendirilmesi sonucunda gegici olarak
steviosid i¢in ADI degeri 5 mg/kg ilan edilmistir (JECFA, 2005). Yine JECFA
tarafindan 2008 yilinda ADI degeri viicut agirlig1 basina steviol i¢in 2 mg’dan 4 mg’a
steviosid i¢in ise 10 mg’a ¢ikarilmistir (Khattab ve ark., 2015 ve Woelwer-Rieck ve
ark., 2010).
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1.3.1.5. Antioksidan Aktivite

Oksidasyon, bir¢cok canli organizmanin biyolojik siiregleri i¢in gerekli enerjinin
iiretilmesinde elzemdir. Bununla birlikte, oksijen merkezli serbest radikaller ve diger
reaktif oksijen tiirleri (ROS), in-vivo olarak siirekli iiretilmekte, bu da hiicre 6liimiine
ve doku hasarina neden olmaktadir. Oksijen radikalleri, kanser, diyabet, kalp ve damar
hastaliginin  (KVH) da dahil oldugu cesitli hastaliklarda ve yaslanmada rol
oynamaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Antioksidanlar, viicudu serbest radikal kaynakli oksidatif stresin neden oldugu
zararlardan koruma yetenegine sahip yasamsal maddelerdir (Ozsoy ve ark., 2008).
Oksidatif hasarin 6nlenmesinde yardimci olabilen dogal antioksidanlara, 6zellikle,
tibbi kaynakli veya dogal olarak bazi bitkilerde bulunan polifenollere her gecen giin
ilgi artmaktadir (Silva ve ark., 2005). Polifenollerin serbest radikalleri siipiirme
aktivitesi i¢in ideal kimyasal yapisal sahip oldugu bununla birlikte in-vitro kosullarda
tokoferoller ve askorbattan daha etkili antioksidan oldugu gosterilmistir (Rice-Evans
ve ark., 1997).

Insan viicudunda, hiicresel molekiilleri ROS’a bagl hasara kars1 korumak icin,
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemler mevcuttur (Anderson, 1996).
Her bireyde dogustan gelen ya da kazanilmig bir bagisiklik sistemi mevcuttur, ancak
bu savunma, devam eden ve agir seyreden oksidatif stres durumunda yetersiz
kalabilmektedir. Dolayisiyla, insan viicudundaki ROS'u dengelemek amaciyla yeterli
miktarda ve stirekli olarak antioksidan alimi gerekmektedir (Anagnostopoulou ve ark.,
2006).

Viicutta serbest radikallerin miktarinin antioksidan kapasitesini astigi
durumlarda gesitli bozukluklar meydana gelebilmektedir. Antioksidan aktivite, genel
saglik durumunun siirdiiriilmesi amaciyla radikallerin uzaklastirilmasi1 ve radikal
olusumuna neden olan reaksiyonlarin durdurulmasinda bilyiik 6nem arz etmektedir.

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler, hidrojen verici diger bir deyisle indirgeyici ve
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metal bilesiklerle selat olusturma Ozelliklerinden dolayr antioksidan aktivite
gosterebilmektedir (Anderson, 1996 ve Rice-Evans ve ark., 1997).

Stevia yapraklarinda bulunan total fenolik bilesiklerin ve in-vitro kosullarda
antioksidan kapasitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada, stevianin yiiksek fenolik
bilesikler igermesinden dolayr dogal antioksidan kaynagi olabilecegi ifade
edilmektedir. Ayrica stevianin 1-1-difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) lipofilik radikalini
inhibe ettigi, siiperoksit anyonunu, hidrojen peroksiti, nitrik oksit ve hidroksil
radikalini temizledigi de aymi g¢alismanin sonuglari arasindadir. Calismada stevia
yapraklarindan elde edilen oziitiin askorbik asit ile kiyaslandiginda daha giiglii
antioksidan aktiviteye sahip oldugu da gosterilmistir (Shukla ve ark., 2009). Bu etkinin
stevia yapraklarinda bulunan yiiksek flavonoid igerigi ile iliskili oldugu
diisiniilmektedir. Stevianin yapisinda, quercetin ve onun glikolize formu olan
quercetin-3-O-arabinosid, apigenin, apigenin-4-O-glukozid, quercitrin, luteolin ve
kaempferol-3-O-rhamnosid gibi bir¢ok flavonoid bulunmaktadir (Ghanta ve ark.,
2007).

1.3.1.6. Karsinojenite

SG’nin JECFA (2005) tarafindan genotoksik olmadigi bildirilmis olsa da
(Ishidate ve ark., 1984; Maki ve ark., 2008b; Toyoda ve ark., 1997 ve Williams ve
Burdock, 2009), literatiirde genotoksik veya karsinojenik etki gosterdigine dair
calismalar da mevcuttur ve bu galismalarda, kromozomal anormalliklerin (KA) ancak
yiiksek miktarlarda (4000 mg/kg/giin ve tizeri) steviosid alimi sonucunda goriildiigii
bildirilmektedir (Huxtable, 2002; Matsui ve ark., 1996; Nunes ve ark., 2007 ve Suttajit
ve ark., 1993).

Cin hamsterlar1 ile yapilan bir c¢alismada, 28 saat boyunca c¢esitli
konsantrasyonlarda steviosit ile kiiltiirlenen D-6 hiicrelerinde meydana gelen

farkliliklarin ~ yalmizca %2 konsantrasyonda (24.8 mM) ve daha yiiksek
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konsantrasyonlarda goriildiigii belirlenmistir. Kromozomlarda en fazla meydana gelen
degisimin, kromozom aralarindaki bosluklarin ve birlesme noktalarinin sayisindaki
artis oldugu ve kardes kromatid degisimlerinin doza bagh bir sekilde arttig
saptanmistir (Huxtable, 2002).

Suttajit ve arkadaglarinin (1993) in-vitro olarak yaptiklar1 bir baska c¢alismada;
KA’y1 belirlemek icin 5 saglikli dondrden kan Ornekleri alinarak stevianin etkisi
incelenmistir. Stevia yapraklarindan elde edilen steviosid 1, 5 ve 10 mg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanmis ve ¢alisma sonucunda 10 mg/ml konsantrasyonundaki
steviosid ¢Ozeltisinin  genotoksik etkisinin oldugu bildirilmistir. Matsui ve
arkadaglarinin (1996) in-vitro (dort bakteri ve iki memeli hiicresi) ve in-vivo olarak
yaptig1 caligmada da benzer sonuglarin bakteri in-vitro uygulamasinda 12 mg/ml
konsantrasyonunda elde edildigi fakat diger uygulamalarda herhangi mutajenik etki

gozlenmedigi bildirilmistir.

Nunes ve arkadaglarinin (2007) steviosid'in genotoksik etkilerini incelemek i¢in
yaptiklart in-vivo bir ¢alismada, 45 giin siireyle igme sularina 4 mg/ml (yaklasik 400
mg/kg/glin) steviosid eklenen si¢anlarin; kan hiicreleri, dalak, karaciger ve beyin

dokularinda DNA hasar1 meydana geldigi bildirilmistir.

Fare ve ratlar tizerinde yapilan bir bagka ¢alismada, farelere intraperitonal yolla
750 mg/kg dozunda, ratlara oral gavaj yolu ile 2000 mg/kg dozunda rebauside A
verilmistir. Farelerde uygulamadan 68 saat sonra kemik iligi hiicreleri alinmis, ratlarda
ise 16 saat sonra hepatositler alinarak genotoksik degerlendirmeler yapilmistir.
Calisma sonucunda her iki grupta da genotoksik bir etki gézlenmemistir (Williams ve
Burdock, 2009).

Bir baska calismada, %85 saflikta ve 14.9 Mm yogunlugundaki steviosidin Cin
hamsterlarinin fibroblast diziliminde KA’ya neden olmadig belirtilmistir (Ishidate ve
ark., 1984).
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Salmonella typhimurium bakterisinin iki susu lizerinde yapilan bir ¢alismada ise,
kiiltiir ortamina 25 mg konsantrasyonunda steviosit verildiginde hi¢cbir mutajenik etki
gozlenmemis, fakat 50 mg ve {lizerindeki konsantrasyonlarda bir sus tizerinde

mutajenite gelistigi belirtilmistir (Takasaki ve ark., 2009).

1.3.1.7. Toksisite

Stevia ve steviosidin kullanildig1r miktarlarin ¢alismalarda ¢ok farkli olmasi ve
tilketilemeyecek kadar yiiksek olmasi nedeniyle, toksisite ve farmakolojiyle ilgili
calismalarda farkli sonuglar ortaya ¢ikmasi normal olarak degerlendirilebilmektedir.
Bu nedenle ¢alisma bulgulari degerlendirilirken insanlarin ortalama tiikketim miktarlar
tizerinden yorumlamak gerekmektedir. Steviosid icin kisi basi tiiketim miktar1 300

mg/giin (0.37 mM) olarak tahmin edilmektedir (Huxtable, 2002).

Hayvanlar tizerinde steviosid ile yapilan ¢alismalarin hemen hepsi steviosidin
diisiik toksisite gosterdigi sonucuna varmaktadir (Akashi ve Yokoyama 1975; Fujita
ve Edahiro 1979; Lee ve ark., 1979; Toskulkac ve ark., 1997; Yamada ve ark., 1985
ve Xili ve ark., 1992). Yapilan bir ¢calismada, siganlara %50 oraninda steviosid icerigi
olan stevia 6ziitli, 56 giin boyunca 1 g/giin dozlara kadar verilerek stevianin kronik
toksisitesi degerlendirilmistir. Calisma sonunda, hepatik laktat dehidrojenaz
aktivitesinde hafif bir azalma olmas1 disinda herhangi biyokimyasal veya patolojik etki

gbzlenmedigi belirtilmistir (Lee ve ark., 1979).

Diger bir ¢alismada, siganlara %75 steviosid ve %16 rebaudiosit A igerigine
sahip stevia Oziitii 24 ay boyunca 550 mg/kg/giin dozunda verilmistir. Calisma
sonucunda hafif biiytime geriligi seklinde tek bir negatif etki saptanmis olup, bu durum

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Yamada ve ark., 1985).

Farelere iki hafta boyunca 2 g/kg saf steviosid gastrik entiibasyon yolu ile
verilmis, ancak herhangi bir toksik etki tespit saptanmamustir (Xili ve ark., 1992).
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Sicanlar {izerinde yapilan bir bagka c¢alismada, 104 hafta siireyle %5'i
steviositten olusan bir diyet verilmis olup, toksikolojik ve karsinojenik bir etki
gbzlenmedigi bildirilmistir (Toyoda ve ark., 1997). Yamada ve arkadaslarinin (1985)
siganlar tizerinde yaptiklari, iki yil siireli toksisite ve karsinojenite ¢alismasinda stevia

icin NOAEL degeri 550 mg/kg/giin olarak belirlenmistir.

Xili ve arkadaslar1 (1992) sicanlara iki y1l boyunca 800 mg/kg/giin dozunda %85
saflikta steviosid vermisler ve steviosid i¢in NOAEL degerini 794 mg/kg/giin olarak
belirlemislerdir. Bu rakamlar insanlara uyarlanarak ADI degeri 7.94 mg/kg/giin olarak
kabul edilmistir. Bu, 60 kg'lik bir yetigkin i¢in 476 mg'a ve 20 kg'lik bir ¢ocuk i¢in 160
mg'a esdegerdir (Huxtable, 2002).

Ayrica siganlarda LD50 (%50 Oldiiriicii Doz) dozu %50 steviosid igeren
oziitlerde 3400 mg/kg olarak belirlenmis olup, genel olarak stevia ve tiirevleri igin
1700 mg/kg tizeri kabul edilmektedir (Lee ve ark., 1979 ve Toskulkac ve ark., 1997).
Farelerde ise; %50 steviosid ihtiva eden sulu 6ziitlerin akut LD50 degeri 17000 mg/kg
olarak kabul edilmektedir (Akashi ve Yokoyama, 1975). Steviosid oziitlerinin %93-
95’lik saflikta olmast durumunda ise, LD50 dozunun 15000 mg/kg’in iizerinde oldugu
belirtilmektedir (Huxtable, 2002).

1.3.1.8. Anti-inflamatuar Aktivite

Inflamasyon; vaskiiler dokularin, patojen, hasar gérmiis hiicre veya irritan gibi
zararli uyaranlara kars1 dogustan gelen bagisiklik reaksiyonu olarak tanimlanmaktadir.
Epitelyal ve endotel hiicreler gibi bagisiklik hiicreleri, zararli uyaranlarin
uzaklastirllmasinda ve iyilesme siirecinin baslatilmasinda aktif bir sekilde rol
oynamaktadir. Bununla birlikte, inflamasyonun, otoimmiin hastaliklar, inflamatuvar
barsak hastalig1, ateroskleroz ve kanser gibi sonradan gelisen bozukluklarla da iligkili

oldugu bilinmektedir (Chatsudthipong ve Muanprasat, 2009).
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Stevianin anti-inflamatuvar aktiviteye sahip oldugu uzun yillardir bilinmektedir,
fakat halen bunu hangi yolaklarla sagladig1 acik ve net ortaya konulabilmis degildir
(Huxtable, 2002). Yasukawa ve arkadaslarinin (1993) yaptig1 bir ¢alismada, stevia
yapragindan elde edilen metanol ekstrakt1 ve aktif bileseni olan lupeol palmitatin, fare
derisinde 12-O-tetradekanoilflorbol-13-asetatin (TPA) neden oldugu inflamatuvar

kulak 6demini 6nledigi belirlenmistir.

Ayrica steviol glikozitlerin deri tiimori olusturulmus farelerde, TPA'nin timor
tesvik edici etkisini belirgin bir sekilde azalttigi bulunmustur (Yasukawa ve ark.,
2002).

Insan kolon epitel hiicrelerinde zellikle steviol ve steviosidin, anti-inflamatuar
aktivite gosterdigi belirtilmektedir. Konuyla ilgili yapilan bir ¢alismada insan kolon
hiicresinde steviol ve steviosidin interlokin-8 (IL-8) saliniminda etkisi arastirilmustir.
Calismada toksik etki olusturmayacagi diisliniilen dozlarda steviol (<0,2 mM) ve
steviosid (<2 mM) kullanilmigtir. Caligmanin sonucunda stevioliin Tiimor Nekrozis
Faktor- a (TNF-o) tarafindan indiiklenen IL-8 salinimini azalttigi ve immunoblast
incelemesinde stevioliin Niikleer Faktor kappa- B (NF-xB) ekspresyonunu baskiladigi

bulunmustur (Boonkaewwan ve ark., 2008).

Oral yolla steviosid aliminin kolit olusturulmus hayvan modellerinde
inflamasyon ve kanser transformasyonunu baskilayici etkilerinin bulunmasiyla
steviosidin anti-inflamatuar etkilerini arastiran ¢alismalar Onem kazanmistir
(Yasukawa ve ark., 2002). Steviosidin in-vivo olarak immunomodiilator etkisinin
arastirildigi bir ¢calismada, 6,25; 12,5 ve 25 mg/kg/giin oral steviosid verilen farelerde
doza bagli olacak sekilde fagositik fonksiyonun uyarilmis oldugu ve humoral yanitta
da artis oldugu gosterilmektedir. Ayrica steviosidin fagositik aktivite ile T ve B hiicre

proliferasyonunu uyardig: bildirilmistir (Sehar ve ark., 2008).

Bu bulgular stevia ve tiirevlerinin anti-inflamatuvar oldugu yoniindeki kanilari

destekler niteliktedir. Tiim bunlar g6z 6niinde bulunduruldugunda enfeksiyonlara karsi
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bagisikligi destekleme ve giliglendirme o&zellikleri nedeniyle steviosidin oral

kullaniminin faydali olabilecegi diigiiniilmektedir (Boonkaewwan ve ark., 2008).

1.3.1.9. Diger Calismalar

Stevianin akut toksisitesinin ¢ok az olmasinin yani sira simdiye kadar herhangi
bir alerjik reaksiyona neden oldugu belirtilmemistir (Urban ve ark., 2013). Stevia,
steviosid ve bunlarla birlikte rebaudioside A, steviol and isosteviol gibi stevia
bilesiklerinin antiinflamatuar, immiinomodiilator gibi ¢ok bilinen etkilerinin yani sira,
antihiperglisemik, antihipertansif, antitimor, antidiarel ve antidiiiretik etkilerinin de

oldugu belirtilmektedir (Chatsudthipong ve Muanprasat, 2009).

Stevianin, pankreasin beta hiicrelerinde trofik etkisi olabilecegi, ratlarda insiilin
hassasiyetinde artis sagladigi ve bununla birlikte insiilin sentezini arttirarak diyabet
dolayisiyla metabolik sendromda iyilesme saglayabilecegi vurgulanmaktadir (Chang
ve ark., 2005 ve Lailerd ve ark., 2004). Yapilan bir ¢alismada diyabetik erkek ratlara
on hafta siiresince 300 mg/kg dozunda stevia verilmis olup, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda kan glukoz seviyelerinin anlamli diizeyde azaldigi, insiilin
sentezlerinde artis oldugu saptanmistir (Dyrskog ve ark., 2005). Bu ¢alismanin yani
sira stevianin Tip 1 ve Tip 2 diyabetli hastalarda kan glukoz diizeyi iizerinde herhangi
bir etkisinin olmadigini gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (Anton ve ark., 2010;

Jeppesen ve ark., 2003 ve Maki ve ark., 2008b).

Stevianin kan basincini olumlu etkiledigi sonucuna varan ¢alismalarda
bulunmaktadir (Anton ve ark., 2010, ve Jeppesen ve ark., 2003). Chan ve
arkadaglarinin (2000) Cin’de 28-75 yas arast 106 (53 kadin ve 53 erkek) hipertansiyon
hastas1 tizerinde yaptiklari randomize ¢ift kor plasebo kontrollii ¢calismada, tedavi
grubuna (n=60) 1 yil siiresince giinde 3 kez 250 mg steviosid igeren kapsiil verilmis,
plasebo grubuna (n=46) aynu siire ve siklikta plasebo kapsiil verilmistir. U¢ ay sonunda

steviosid alan gruptaki hastalarin sistolik ve diyastolik kan basinglarinin sirasiyla
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166.0£9.4 mmHg’den 152.6+6.8 mmHg’ye; 104.7+5.2 mmHg’den 90.34+3.6
mmHg’ye distiigii bulunmustur (p<0.05). Glukoz ve lipidin dahil oldugu kan
biyokimyasal parametreleri agisindan anlamli bir degisiklige rastlanmadig
bildirilmistir. Steviosidin antihipertansif etkisinin altinda yatan mekanizma net
olmamakla birlikte Ca antagonisti olarak etki gosterdigi diistinilmektedir (Melis, 1992
ve Melis ve Sainati, 1991a). Fakat diger calismalarda, steviosidin kan basimcini
diistiriicii etkisinin muhtemelen prostaglandin aktivitesine bagli oldugu belirtilmistir

(Chan ve ark., 1998; Lee ve ark., 2001 ve Melis ve Sainati, 1991b).

Maki ve arkadaslarinin (2008a) normal veya diisiik kan basinci olan 100 birey
tizerinde yaptig1 bir ¢aligmada, bireylere dort hafta boyunca 1000 mg/giin rebaudioside
A verilmis olup, Sistolik ve diyastolik kan basinglar1 dl¢iilmiistiir. Deney grubunda
sistolik ve diyastolik kan basinci ortalama olarak 110.0/70.3 mmHg iken, kontrol
grubunda 110.7/71.2 mmHg oldugu bulunmustur. Calisma sonunda stevianin kan

basinci lizerinde herhangi bir etkisi olmadigi belirtilmistir.

Hsiehve arkadaslarmin (2003) hipertansiyon hastasi olan 82 birey iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, bireylere 24 ay boyunca giinde ii¢ defa 500 mg steviosid verilmis,
86 birey ise plasebo grubunda yer almistir. Steviosid verilen grubun iki yi1l sonunda
sistolik/diastolik kan basinglarinin 150/95 mmHg’den 140/89 mm Hg’ye diistiigii ve

bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.

Stevia ile yapilan ilk hayvan ¢alismalarinda stevianin lireme iizerine olumsuz
etkilerinin oldugu ve farelerde fertilite oraninda azalmay: tetikledigi bildirilmis
olmasina ragmen (Mori ve ark., 1981 ve Usami ve ark., 1995) daha sonra yapilan
hayvan calismalarinda lireme sistemi iizerine herhangi bir negatif etkisinin olmadigi

kanitlanmistir (Aritajat ve ark., 2000, Aritajat ve ark., 2001 ve Saenphet ve ark., 2006).

Saenphet ve arkadaslarinin (2006) stevianin disi ratlarda fertilizasyon tizerindeki
etkisini arastirmak amaciyla yaptiklar1 calismada,8 haftalik ve 200-250 g agirliginda
olan ratlara 60 giin boyunca %0.2, %1 ve %10’luk farkli konsantrasyonlarda
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hazirlanan Stevia rebaudiana ¢ozeltisi, 1 ml/giin olacak sekilde verilmistir. Kontrol
grubuna ise, ayni miktarda distile su verilmistir. On dort giiniin sonunda hem stevia
¢Ozeltisini alan ratlar hem de kontrol grubunda bulunan ratlarin gebe kalmalari
saglanmis ve bu ratlar gebelikleri boyunca diisiik riski ve mortalite agisindan takip
edilmistir. Iki grup arasinda implantasyon sayisi, fetiis agirligi, spontan abortus ve
mortalite durumlari agisindan anlamli bir fark gézlenmemis ayrica her iki grup i¢in de

gebelikte ve fetiiste herhangi bir anormallik gézlenmemistir.

Villareal ve arkadaslarinin (2016) yaptigr c¢alismada, aspartam, stevia ve
stikralozun fareler iizerinde norotropik etkilerine ve hafizada tutma giicii {izerine
etkilerine bakilmistir. Caligmada 20 adet Mus musculus cinsi fare 4 gruba ayrilmis, 32
giin boyunca 1. gruba su, 2. gruba 1000 mg/kg dozda aspartam, 3. gruba 1000 mg/kg
stevia ve 4. gruba 16000 mg/kg siikraloz verilmistir. Calismada norotropik etkilerin
saptanmasi amaciyla historik a¢idan beyinleri degerlendirilmistir. Stevia alan farelerde
diger gruplara gore daha yiiksek hiicresel apoptosis goriilmiis olup norotropik etki
acisindan anlamli farklilik bulunmustur. Fakat hafiza {izerine etkileri acisindan stevia

ve diger tatlandiricilar karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmamustir.

1.4. Genotoksisite

Genotoksisite, organizmanin biyokimyasal siireglerinde, fiziksel, kimyasal ve
biyolojik faktorlere bagli olarak hiicrelerdeki DNA molekiillerinde olusan degisimleri
inceleyen bir bilim dali olarak tanimlanmaktadir. Genotoksisite terimi genel olarak
¢ekirdegin, kromozomun ve DNA’nin yapisinda meydana gelen KA, gen
mutasyonlari, DNA kiriklari, DNA eklentileri, andploidi ve klastojenite gibi ¢esitli
hasarlar1 kapsamaktadir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Genotoksik maddeler; organizmada bulunan genetik materyalde meydana gelen
kalitsal degisimlere neden olan maddelere denmektedir. Kalitim materyali olan DNA

ile ve/veya genom kopyasinin ¢ikarilmasinda yardimcei enzimlerle etkilesime girerek
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mutasyonun gelismesine neden olan genotoksik maddelerin, DNA’da belli hasarlar
olusturmasi ve bununla birlikte kalic1 bazi degisikliklere yol agmasi genotoksik etki
olarak adlandirilmaktadir (Mortelmans ve Rupa, 2004).

Genotoksik maddelerin neden oldugu genotipteki kalic1 degisimlere mutasyon,
mutasyonu tetikleyen etkenlere ise mutajen denilmektedir. Mutasyonlarin somatik
doku hiicrelerinde de meydana gelebildigi nadir durumlarda dollere aktarilan kalitim

materyalinde herhangi bir degisim gozlenmemektedir (Elsayed, 1997).

Mutasyon genellikle zararli olarak bilinse de, baz1 mutasyon tiirlerinin faydali
olabildigi belirtilmektedir. Bunlardan bazilarinin dogal seleksiyon ve evrim sonucu
degisime ugrayan kalitm materyalinin ana maddesi olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ancak mutasyonlar genellikle rastgele bir sekilde meydana gelmekte olup, kompleks
yapidaki bir organizmanin genetik materyalinde rastgele olusan bir degisim sonucu
herhangi olumlu yonde bir gelisme olmasimnin beklenemeyecegi belirtilmektedir.
Mutasyonlarin zararli etkilerinden bazilari; kanser, tireme bozukluklari, perinatal 6lim

ve embriyojenik malformasyonlardir (Timbrell, 1998).

Genotoksik maddeler organizmadaki etkilerine gore ii¢ gruba ayrilmaktadir.
Bunlar mutajenik, sitotoksik ve sitostatik etkenlerdir. Mutasyon, genotoksik
maddelerin neden oldugu genotipteki kalic1 degisimler olarak tanimlanmakta ayrica
DNA’da meydana gelen bazi degisimler nokta mutasyonu seklinde de
adlandirilabilmektedir. Genlerde meydana gelen bu nokta mutasyonlar1 bazi kimyasal
madde ve fiziksel etkenler sonucu goriilebilmektedir. Kimyasal maddeler ve fiziksel
etkenler sonucu gelisen bu duruma mutajenesiz denilmekte, mutasyona ugrayan tiir ise
mutant olarak adlandirilmaktadir. Sitotoksik maddeler, anoksi, hiicrelerin membran
gecirgenliginde ve protein koagiilasyonundaki artis nedeniyle hiicre 6liimiine neden
olan maddelere denilmektedir. Genellikle kromozom sayisinda ve yapisinda meydana
gelen degisiklikler ise sitostatik etki olarak adlandirilmaktadir. Genotoksisite etkilerin
belirlenmesinde kullanilan yontemlerin basinda KA testleri gelmektedir (Mortelmans
ve Rupa, 2004).
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1.5. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, dis orbitallerinde ortaklasmamis elektron bulunduran, reaktif
ve kisa omiirlii molekiillerdir. Serbest radikaller i¢ginde en 6nemlisi ROS’lardr.
ROS’larin organizmada karbonhidrat, lipit, protein ve niikleik asitler gibi biyolojik
molekiiller ile ¢ok kolay tepkimeye girebildikleri bilinmektedir. Bu nedenle ROS’ler
KVH, diyabet, karaciger, bobrek, immiin sistem hastaliklari, yaslanma, katarakt ve
kanser gibi birgok hastaligin nedeni olarak goriilmektedir (Halliwell ve Gutteridge,
1990).

Oksidasyon, bir atomun veya molekiilin elektron vermesi Sonucu
yiikseltgenmesi islemidir. Yiikseltgenme potansiyeline bagli olarak bazi maddeler
yiikseltgenirken, elektron alan madde ise indirgenir. Organizmada ve besinlerde
bulunan karbonhidratlar, proteinler, lipitler ve niikleik asitlerin oksidasyona
ugrayabildigi bunun sonucunda sagliga zararlari olan oksidasyon iiriinlerinin
olusabildigi belirtilmektedir (Halliwell ve ark., 1995).

Antioksidanlar ise, genel olarak radikallerin etkisiyle olusan oksidasyon siirecini
durduran ya da yavaslatan tiim molekiillere verilen isimdir (Young ve Woodside,
2001).

Doku ve hiicre biitiinliigiiniin korunmasinda ve normal gorevlerini yerine
getirmelerinde antioksidan ve oksidan sistemlerin arasindaki dengenin bozulmasi
sonucu meydana gelen serbest radikaller, organizmadaki karbonhidrat, protein, lipit ve
DNA gibi temel yapisal molekiillerde oksidatif hasara neden olabilmektedir (Serafini
ve Del Rio, 2004).

Antioksidanlar  genellikle iki simf altinda incelenmektedir. Birincil
antioksidanlar, oksidasyon siirecin baslamasini ve radikal olusmasini tetikleyen
tepkimelerin hizlarin1 azaltmakla gorevlidir. Glutatyon, peroksidaz, katalaz enzimleri

gibi hidroperoksitleri indirgeyebilmektedir (Young ve Woodside, 2001). ikincil
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antioksidanlar ise, E vitamini, sliperoksit dismutaz enzimi gibi radikallerin dogrudan
tutulmasimi saglayarak, oksidasyon zinciri uzunlugunu azaltmakta ve peroksidatif

hasar etkilerinin biiylimesini 6nlemektedir (Huang ve ark., 2005).

Organizmanin ROS’lardan korunabilmeleri antioksidan savunma mekanizmasi
sayesinde gerceklesmektedir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
peroksidaz enzimleri gibi antioksidan savunma mekanizmasini olusturan faktorlerin,
viicuttan serbest radikallerin ve diger reaktif tirlerin Katalitik bir sekilde
uzaklastirilmasinda gorev aldiklar1 bilinmektedir. Ayrica proteinlerin de farkl
biyokimyasal mekanizmalar ile oksidatif hasara kars1 koruyucu dzelliklerinin oldugu
belirtilmektedir. Tiim bunlarin yan1 sira, glutatyon, a-tokoferol ve askorbik asit gibi
ajanlarin da reaktif azot tiirlerini (RNS) ve ROS’lan siipiirme 6zelliklerinin oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle bu maddeler gii¢lii antioksidan olarak degerlendirilmektedir
(Katiyar ve Mukhtar, 1997).

Farelerde steviol glikozide maruziyetin oksidatif hasar indeks parametreleri,
bazi biyokimyasal ve genetik parametreler iizerine etkisini invivo olarak

degerlendirmek bu ¢aligmanin amacini olusturmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Bu boélimde, calismada kullanilan hammadde, kimyasal maddeler ve test

organizmasi verilmistir.

2.1.1. Test Hammaddesi

Test hammaddesi olarak kullanilan SG, Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinden
elde edilen, %99 saflikta, yiiksek tatlilik derecesine sahip, beyaz renkli, toz seklinde,
kokusuz ve suda c¢oziinebilen Ozelliktedir. SG’nin kimyasal yapisi sekil 2.1°de
verilmistir. Calismada kullanilan SG, belirtilen 6zelliklerde olup, Izmir’de bulunan
Egepak Gida ve Ambalaj Sanayi Anonim Sirketi biinyesindeki Takita isimli 6zel bir

firmadan tedarik edilmistir.

Sekil 2.1. Steviol glikozidin kimyasal yapis1
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2.1.2. Test Kimyasallari

Bu arastirmada kullanilan Xylazine (Katalog No: 23076-35-9), ketamin HCI
(hidrokloriir) (Katalog No: 1867-66-9) isimli kimyasallar Sigma firmasindan,
potasyum kloriir (KCI, Katalog No: 7447-40-7), metanol (Katalog No: 67-56-1), asetik
asit (Katalog No: 401404), nitrik asit (HNOgz, Katalog No: 305201), etil alkol
(C2HsOH, Katalog No: 64-17-5), giemsa (Katalog No: 109203) ve entellan (Katalog
No: 107960) Merck firmasindan temin edilmistir.

2.1.3. Test Organizmasi

Calismada 25-40 g agirliginda, 8-12 haftalik, 20 adet erkek ve 20 adet disi olmak
lizere toplam 40 adet Balb/c cinsi fare kullanilmistir. Fareler Ankara Universitesi
Deney Hayvanlar1 ve Arastirma Laboratuvarindan (AUDEHAL) temin edilmistir. Fare
bakimlari, uzman veteriner hekimler tarafindan, Laboratuvar Hayvanlar1 Kullanim ve
Bakim Kilavuzu’na (NRC, 2010) uygun olarak yapilmustir. Fareler kafeslerde, 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlikta, %30-40 nem oraninda ve 22-25°C sicaklikta, dorderli
sekilde tutulmustur. Su olarak sehir sebeke suyu, yem olarak %18 protein, % 7 yag ve
3320 kkal/kg enerji degerine sahip Exclusivet firmasinin standart pelet fare yemi
verilmistir. Ad libitum olarak beslenen farelere yemler giinde iki sefer saat 09.00 ile
19.00°da verilmis, kafeslerdeki altliklar ise giin asir1 degistirilmistir. Calisma siiresince
tiim fareler esit cevresel kosullar altinda tutulmustur. Arastirmadan 7 giin 6nce gézlem
altina alinan farelerin, deney ortamina adaptasyonu saglanmistir. Calismada kullanilan
hayvanlarin daha o6nce herhangi bir calismada kullanilmamis olmasma dikkat

edilmistir.
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2.2. Yontem

Bu boliimde deney protokolii, etik kurul onay1 ve verilerin analizi ana bagliklar

yer almaktadir.

2.2.1. Deney Protokolii

SG i¢in LD50 dozu JECFA tarafindan 15 g/kg viicut agirlig1 olarak belirtilmistir

(JECFA, 2008). Calismada farelere verilecek dozun belirlenmesinde bu deger temel

alimmustir. Belirtilen LD50 dozunun 1/32, 1/24, 1/16 ve 1/8’1 hesaplanmis ve elde

edilen deger farelerin viicut agirliklart ile carpilarak, farelere verilecek SG dozu

belirlenmistir.

Fareler gruplandirilirken erkekler ve disiler kendi arasinda rastgele olacak

sekilde kapal1 zarf usulii ile 5 gruba ayrilmis ve Tablo 2.1°deki gibi gruplandirilmistir.

Cizelge 2.1. Deney protokolii ve gruplarin olusturulmasi

Beslenme Sekli

KONTROL | LD50/32 LD50/24 LD50/16 LD50/8
GRUBU GRUBU GRUBU GRUBU GRUBU
Oral Gavaj Oral Gavaj Oral Gavaj Oral Gavaj Oral Gavaj

Yontemi ile

Yontemi ile 0,2

Yontemi ile 0,2

Yontemi ile 0,2

Yontemi ile 0,2

0,2 mL Distile | mL, 470 mg/kg | mL, 620 mg/kg | mL, 940 mg/kg | mL, 1880 mg/kg

Su (viicut agirligr) (viicut agirligr) (viicut agirligr) (viicut agirligr)

4 adet erkek 4 adet erkek 4 adet erkek 4 adet erkek 4 adet erkek
Hayvan Sayisi 4 adet disi 4 adet disi 4 adet disi 4 adet disi 4 adet disi
Besleme Siiresi | 4 hafta 4 hafta 4 hafta 4 hafta 4 hafta

Tiim gruplarda ortak olarak her bir fare i¢in SG ¢dzeltisi uygun dozda 0,2 mL

hacminde hazirlanarak 19 G (gauge)’lik ¢elik oral gavaj kaniilii kullanilarak oral gavaj

yontemi ile giinde bir kez ve aym saatte (sabah 09:00) verilmistir. Saat 19:00°daki

ikinci 6glinde ise SG verilmeyip, sadece yem verilmistir. Yirmi sekiz gilinliik besleme
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periyodunun ardindan genel anestezi altinda intrakardiyak yontemle kan alinarak TOS
(Total Oksidant Status), TAS (Total Antioxidant Status), PON-1 (Paraoksonaz), LDL
kolesterol, HDL kolesterol diizeylerine bakilmis ve oksidatif hasar indeksi
hesaplanmistir. Ayrica genetik parametrelerin degerlendirilmesinde femurdan alinan
kemik ilik Ornekleri mikroskop yardimi ile incelenmis, muhtemel KA ve hiicre

dongiisii aktivitesi degerlendirilmistir.

Kontrol Grubu: Saglikli kontrol grubu olarak 8 adet fareye 4 hafta boyunca 0,2 mL

hacminde distile su verilmistir.

LD50/32 Deney Grubu: Bu grupta bulunan farelere 15 g/kg viicut agirligi dozu olan
LD50’nin 1/32’1 verilmistir. Bu deger pratik olarak 470 mg/kg viicut agirligi seklinde

her bir farenin agirligina gore hesaplanarak verilmistir.

LD50/24 Deney Grubu: Bu grupta bulunan farelere 15 g/kg viicut agirligi dozu olan
LD50’nin 1/24°1 verilmistir. Bu deger pratik olarak 620 mg/kg viicut agirligi seklinde

her bir farenin agirligina gore hesaplanarak verilmistir.

LD50/16 Deney Grubu: Bu grupta bulunan farelere 15 g/kg viicut agirligi dozu olan
LD50’nin 1/16°1 verilmistir. Bu deger pratik olarak 940 mg/kg viicut agirlig: seklinde

her bir farenin agirligina gére hesaplanarak verilmistir.

LD50/8 Deney Grubu: Bu grupta bulunan farelere 15 g/kg viicut agirligi dozu olan
LD50’nin 1/8’1 verilmistir. Bu deger pratik olarak 1880 mg/kg viicut agirligi seklinde

her bir farenin agirligina gére hesaplanarak verilmistir.

Caligsma 28. giiniin bitisi ile sona ermis ve farelere steviol glikozid verilmesi

kesilmistir.
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2.2.2. Etik Kurul Onay1

Calismanin etik onayr Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alinmis olup (Toplant1 No: 2017-3, Karar No: 2017-3-19) onay yazisi
ekte sunulmustur (Ek 1). Calisma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi (Proje No: 17L0241004) tarafindan desteklenmistir.

2.2.3. Verilerin Analizi

Bu boélimde calismada yapilan biyokimyasal analiz, genetik analiz ve

istatistiksel analizler verilmistir.

2.2.3.1. Biyokimyasal Analiz

Kan orneklerinin alinabilmesi igin farelere 5 mg/kg Xylazine ve 100 mg/kg
Ketamin HCI (hidrokloriir) intramuskuler yolla enjekte edilmis (Buitrago ve ark.,
2008) ve fareler anestezi altina alinmistir. Kan ornekleri genel anestezi altindaki
farelerden intrakardiyak yontemle alinmistir. Bunun igin fare sirt {istii yatirilarak kalp
vurusunun en glclii oldugu nokta isaret parmagiyla saptanmis ve igne orta hattin
hafifce solunda ksifoid kikirdagin altina batirilmistir. Kalbe girmek igin enjektor
horizontal akstan sternuma 20-30 derecede ilerletilerek hafifge aspire edilmis, kan
yavasca cekilmistir. Her bir fareden 1-3 ml kan alinmis, alinan 6rnekler enjektor
yardimiyla serum tiiplerine aktarilmistir. Yaklasik 20 dk pihtilagsma stiresini takiben
Niive NF 400 model tezgah istii santrifiij cthazinda 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek, iistte kalan serum kismi pastor pipeti yardimiyla alinmig ve ependorf tiiplere
aktarilmistir. Ependorf tiipler, analizler yapilana kadar -20 °C’de bekletilmis ve alinan
kan ornekleri soguk zincir korunarak Baran Medikal Laboratuari’na gotiiriilmiistiir.
Numulerde, TOS (Total Oksidant Status), TAS (Total Antioxidant Status), PON-1
(Paraoksonaz-1), LDL kolesterol, HDL kolesterol diizeylerine bakilmis ve Oksidatif
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Stres Indeksi (OSI) degeri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar laboratuvarin

kullandig1 referans degerlere gore yorumlanmustir.

2.2.3.1.1. Total Antioksidan Status (TAS) Tayini

Serum Orneklerinin Total Antioksidan Kapasite 6lgiimleri (Total Antioxidant
Status: TAS), Erel’in gelistirdigi metoda gore (Erel, 2004) Rel Assay Diagnostics
Total Antioxidant Status Kiti kullanilarak yapilmistir. Ol¢iim prensibi hidrojen peroksit
(H202) varhiginda ABTS  (2.2’-azinobis-3-ethylebenzothiazoline-6-sulfonate)
molekiiliiniin ABTS+ molekiiliine okside olmasi esasina dayanmaktadir. Numunede
bulunan antioksidan miktar1 arttikca ABTS+ radikalinin ABTS’ye indirgenme orani
artmakta ve ABTS+’nin karekteristik rengi olan koyu yesil renk agilmaya,
beyazlamaya baslamaktadir. Absorbans 660 nm’de dl¢lilmiis, sonuglar mmol/L olarak
verilmistir. TAS degerindeki artig viicutta antioksidan kapasitenin arttgini

gostermektedir.

2.2.3.1.2. Total Oksidan Status (TOS) Tayini

Serum oOrneklerinin Total Oksidan Kapasite dl¢iimleri (Total Oxidant Status:
TOS), Erel’in gelistirdigi metoda gore (Erel, 2005) Rel Assay Diagnostics Total
Oxidant Status kiti kullanilarak yapilmistir. Olgiim prensibi numunede bulunan
oksidanlarin, ferréz iyon komplekslerini (Fe*?) okside ederek ferrik forma (Fe*®)
dontistiirmesi esasina dayanir. Oksidasyon sonucu konsantrasyonu artan ferrik iyonlar
asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir bileske olusturmaktadir. Olusan rengin
yogunlugu numunede bulunan oksidan maddelerin miktarina bagl olarak degisim
gostermektedir. Absorbans 560 nm’de oOl¢iilmiis olup, sonuglar pmol/L olarak

verilmistir. TOS degerindeki artis, oksidatif stresin arttgini1 géstermektedir.
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2.2.3.1.3. OSI Hesaplamasi

TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak ifade edilen
OSI degeri oksidatif stres derecesinin bir indikator parametresi olup, formiilizasyonu
asagidaki gibidir. Sonuglar “arbitrary unit” (AU) olarak ifade edilmis ve Sekil 2.2°de
verilen formiile gore hesaplanmistir (Abuhandan ve ark, 2012):

(TOS, pmol H20> equivalent/L)

i= .
OS (TAS, mmol Trolcx equivalent/L) x 10

Sekil 2.2. OSI degeri hesaplama denklemi

OSI siniflamas1 TAS ve TOS degerlerinin kullanildig1 grafige gore yapilmis ve
aciklamalar1 yazilmistir (Sekil 2.3).

TAS - 1- Cok yiiksek oksidatif stres
1
2- Yuksek oksidatif stres
9 7 5 -
3- Oksidatif stres
2,00 4- Immiinite ve metabolizma bozukluklar
8 6 9 5- Balans-hastaliklara dikkat

6- Normal seviye

1,45

7- lyi seviye
4 3 1 8- Cok 1iyi seviye
— TOS 9- Eniyi seviye

0 5,00 8,00

Sekil 2.3. OSI siniflamasi grafigi (Baran Medikal Laboratuvari’ndan alinmistir)

Genelde, OSI degerindeki artis oksidatif strese yatkinligin artmasi olarak,

azalma ise oksidatif strese yatkinligin azalmasi olarak degerlendirilmektedir.
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2.2.3.1.4. Paraoxonase (PON-1) Tayini

Serum Orneklerinin PON-1 enzim diizeyi Ol¢limleri Rel Assay marka kit
kullanilarak yapilmistir. Olgiim prensibi numunedeki paraoksonaz enziminin
reaksiyon ortamindaki paraokson substratini hidroliz etmesi esasina dayanmaktadir.
Absorbans 412 nm’de dl¢iilmiistiir. Sonuglar U/L olarak verilmistir. PON-1 aktivitesi
icin 1 umol paraoksonu 1 dakikada p-nitrofenol’e déniistiiren enzim aktivitesi Unite

(U) olarak tanimlanmastir.

2.2.3.1.5. HDL Kaolesterol (HDL-K) Tayini

Serum Orneklerinin HDL-K diizeyleri Rel Assay marka ELISA analiz kitleri
kullanilarak  Slgiilmiistiir. Olgiim prensibi numunedeki HDL-K diizeyinin
polietilenglikol (PEG) kolesterol esteraz ve PEG kolesterol oksidaz kullanilarak
enzimatik olarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Sonuglar mg/dL olarak

verilmistir.

2.2.3.1.6. LDL Kolesterol (LDL-K) Tayini

Serum Orneklerinin LDL-K diizeyleri Rel Assay marka ELISA analiz kitleri
kullanilarak 6lgiilmiistiir. Olgiim prensibi iki asamali eliminasyon metoduna
dayanmaktadir. {lk asamada VLDL (Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein) ve HDL
ozel kosullar altinda elimine edilerek sadece LDL-K tiirevi birakilir. ikinci asamada
ise kolesterol esteraz, kolesterol oksidaz ve peroksidaz enzimleri ve siirfaktanlar

yardimi LDL-K diizeyi 6l¢iiliir. Sonuglar mg/dL olarak verilmistir.
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2.2.3.2. Genetik Analiz

Calismada yapilan genetik analizler; numunelerin hazirlanmasi, mitotik indeks

(MI) ve KA degerlerinin saptanmasi olmak iizere 2 baslik altinda verilmistir.

2.2.3.2.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan tiim kimyasallar ve cihazlar Ankara Universitesi Saglik

Bilimleri Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

Numuneler alinmadan 6nce hazirlanan kimyasallar ve malzemeler asagida
verilmistir:

o KCIl c¢ozeltisi: Taze olarak calismadan hemen oOnce 0,075 M
(molarite)’de hazirlanmis ve Niive EN 400 Model inkiibatorde 37 °C’ye
getirilmistir.

e Metanol asetik asit (3:1) ¢Ozeltisi: Taze olarak ¢alismadan hemen 6nce
600 ml metanol ve 200 ml asetik asit kullanarak hazirlanmis, agz1 kapali
bir sekilde buzdolabinda +4 °C’ye getirilmistir.

e HNO3 ¢ozeltisi: 1 Normalite olacak sekilde distile su ile hazirlanmis,
agz1 kapatilarak oda sicakliginda bekletilmistir.

o CoHsOH: %95-96 saflikta ve %70’lik orandaki etil alkol balon joje
icerisinde agz1 kapali olacak sekilde oda sicakliginda bekletilmistir.

e Lam ve lamellerin 6n hazirligi: Numunelerin alinmasi isleminden 2 giin
once lamlar igerisinde HNOs3 ¢ozeltisi bulunan salelerde oda sicakligi
kosullarinda 24 saat bekletilmistir. Daha sonra lamlar yikanmis ve
kullanilacagi giine kadar -18 ©°C’de etil alkol ¢ozeltisi iginde
saklanmustir.

e Giemsa: Preparat yapimindan hemen sonra %5’lik hazirlanmis,

stiziilmiis ve oda sicakliginda kullanilmigtir.
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Calismada genetik analizlerin yapilabilmesi amaciyla farelerden kemik iligi
ornekleri alimmustir (Sekil 2.4). Kemik iligi 6rnekleri alinmadan 2 saat Oncesinde
farelere intraperitonal olarak 5 mg/kg dozunda colchicine (kolsisin) 0,1 ml voliimde
hazirlanarak enjekte edilmistir. Kolsisin hiicrelerin boliinme evrelerinden olan metafaz

asamasinda durmasina neden olan kimyasal bir ajandir.

Genel anestezi altinda bulunan ve sirt iistii yatirilan farelerin her iki femur
kemiginden de kemik iligi Ornekleri alinmistir. Alinan kemik iligi 6rnekleri KCl
¢ozeltisinin bulundugu polietilen tiipe aspire edilmistir (Sekil 2.5). Numuneler
37°C’deki etiivde 20 dakika bekletilmistir. Daha sonra 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij
edilerek siipernatant atilmis ve tiiplere vorteks esliginde 5 ml 3:1 metanol asetik asit
¢ozeltisi damla damla ilave edilmistir. Numuneler 1 saat +4°C’deki buzdolabinda
bekletildikten sonra yeniden 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilerek siipernatanti
atilmistir. Bu islem toplamda 3 kez gerceklestirilmistir. Fiksasyon islemi sona erdikten
sonra preparat yapim agamasina geg¢ilmistir. Daha 6nceden hazirlanan ve -18 °C’de
etil alkol ¢ozeltisi i¢inde bekletilen lamlar distile su ile yikanmis ve kemik iligi
ornekleri 30°’lik egimle 15-20 cm yiikseklikten kurutulmus lamlarin {izerine
damlatilmistir. Bir giin boyunca yaslandirilan preparatlar %5°lik giemsa ile 15-20
dakika arasinda boyanmis ve kurumasi beklenmistir. Boyama isleminin ardindan
lamlarin iizerine birka¢ damla entellan damlatilarak 24x60 mm’lik lamellerle

kapatilmistir.

Sekil 2.5. Kemik iliginin polietilen
tiipe alinmasi

Sekil 2.4. Farelerden kemik iligi alinmast
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2.2.3.2.2. Mitotik indeks ve Kromozomal Anormalligin Saptanmasi

MI hesaplamasi yapabilmek i¢in; her birinden ayr1 olmak iizere 40 fareden temin
edilen kemik iligi ornekleri ile hazirlanmis olan her preparattan rastgele bir sekilde
1000 hiicre taranmis ve bu hiicreler arasinda boliinenlerin total hiicre sayisina orani
belirlenmistir. Her uygulama grubu i¢in toplamda 8000 (1000x8) hiicre incelenmistir.
KA’nin tespit edilmesi amaciyla ise; her bir preparatta rastgele 100 hiicre olmak iizere
her uygulama grubunda 800 hiicre taranmistir. Bu incelemeler i¢in Leica DM 750

model 151k mikroskobu kullanilmaistir.

2.2.3.2.2.1. Kromozomal Anormallik Testi

Genlerde ¢esitli nedenlere bagli olarak meydana gelen degisimler sonucunda
olusan genetik hasarlar, makrolezyonlar olarak adlandirilmakta, bunun nedeni ise; bu
hasarlarin mikroskop yardimiyla goriilebilecek biiylikliikte olmasidir. Bu hasarlar
genellikle hiicrenin boliinmesi esnasinda replikasyona ugramis kromozomlarda tam
ayritlamama sonucunda meydana gelmektedir. Makrolezyonlar kromozomun
yapisinda morfolojik olarak degisiklige neden olabilmektedir (Nuwaysir ve ark.,
1999).

KA’nin incelenmesinde kullanilan yontemlerden biri klasik yontemlerdir ve
hiicre boliinmesinin metafaz basamaginda durdurulan kromozomlarin dogrudan gézle
analiz edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontem ile kromozomlarda olusabilen

sayisal ve yapisal degisimler incelenebilmektedir (Barile, 2010).

Kisa stireli karsinojenite ve mutajenite testlerinden olan kardes kromatid
degisimleri (SU) ve KA analizlerini tarihte ilk kez 1975 yilinda Evans ve Perry’nin
caligmalari ile bagladig1 bilinmektedir. Olduk¢a duyarl bir test olan bu iki yontemin
ardindan bir¢ok arastirmaciya farkli ajanlarin genetik etkilerini inceleme yolu agilmis

bulunmaktadir (Nuwaysir ve ark., 1999 ve Gomez-Arroyo ve ark., 1997).
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2.2.3.3. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
paket programi kullanilarak degerlendirilmistir. Her grupta verilerin parametrik
kosullar yerine getirip getirmedigini inceleyebilmek i¢in normal dagilima uygunluk
ve varyans homojenligi testi olan One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test’i
yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Sonuglarin
degerlendirilmesinde parametrik olan verilerin karsilastirmasi yapilirken T-Testi ve
One-Way ANOVA testi kullanilirken, post test olarak Tukey testi kullanilmistir. Non-
parametrik verilerde ise Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Sonuglar % 95°lik
giiven araliginda degerlendirilmis ve istatistiksel anlamlilik p<0.05, <0.01 ve <0.001
degerlerine gore belirlenmistir. KA/hiicre frekansi, AH yiizdesi ve MI yiizdesi
hesaplanmasinda ise, Z testi kullanilmistir. Sonuglar ortalama + standart hata olarak
verilmistir. Tim parametrelerde doza bagli degisim gosterip gostermedigini

degerlendirmek amaciyla regresyon analizi yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Bazi Plazma Lipid Parametrelerine iliskin Bulgular

Cizelge 3.1°de calismada kullanilan farelere ait baz1 plazma lipid parametreleri
yer almaktadir. Farelerin HDL-K (Yiiksek Dansiteli Lipoprotein kolesterol) degerinin
en yiiksek oldugu grup LD50/24 grubudur. Deney grubundaki en diisiik grup ise
LD50/16’dir. Kontrol grubundaki degerin ise deney gruplarinda bulunan farelerden
daha diisiik oldugu goriilmektedir. En yliksek doz SG’nin verildigi LD50/8 grubunda
yer alan farelerin HDL-K degerinin LD50/24 grubundan sonra en yiiksek deger oldugu
goriilmektedir. Tiim farelerin ortalama HDL-K degerinin 46,5+1,32 mg/dL oldugu
bulunmustur. Gruplar arasinda HDL kolesterol degeri acisindan istatistiksel olarak

anlamlilik bulunmamustir (p>0,05).

Ayni ¢izelgede, farelerin LDL-K (Diisiik Dansiteli Lipoprotein kolesterol)
degerlerine bakildiginda ortalamanin 95,4+4,71 mg/dL oldugu ve en diisiik LDL-K
degerinin LD50/8 grubunda oldugu goriilmektedir. Kontrol grubunun LDL-K
degerinin 92,6+2,24 mg/dL oldugu ve bu degerin deney gruplarindan (LD50/24 harig)
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. En yiiksek LDL-K degeri ise LD50/24
grubundadir. Ayrica LD50/24 ile LD50/32 grubu arasinda (p=0,049) ve LD50/8
arasinda (p=0,041) istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur. Diger gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Cizelge 3.1. Gruplara gore bazi plazma lipid parametreleri

Kan Lipitleri | KONTROL LD50/32 LD50/24 LD50/16 LD50/8 TOPLAM
(mgldL) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=40)
Ort. £SS Ort. £ SS Ort. =SS Ort. £ SS Ort. =SS Ort. =SS
HDL-K 38,1+1,75 39,2+ 1,49 60,4 + 7,56 44,7 + 2,59 50,3 +3,70 46,5+ 1,32
LDL-K 92,6+224 | 848+123 | 1352+5,843 | 923+9,81 | 72,3+3,73P | 954 +4,71

Ort.: Ortalama; SS: Standart Sapma; a: LD50/32 grubuna gore; b: LD50/24 grubuna gore istatistiksel dnemliligi
gostermektedir. Degerler ortalama + standart sapma ortalamasi olarak ifade edilmistir. SG dozu ile HDL igin
korelasyon degeri:0,27, LDL igin korelasyon degeri: 0,05 bulunmustur.

Mann-Whitney U testi kullanilmustir.
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Gruplara ait HDL-K degerleri Sekil 3.1°de verilmistir. Bu sekle gore; gruplar
arasinda en yiiksek HDL kolesterol degerinin LD50/24 doz grubunda oldugu, en diisiik
degerin ise, kontrol grubunda oldugu goriilmektedir. Kontrol grubundan sonra

LD50/32 grubu en diisiik HDL kolesterol degerine sahip olan gruptur.

HDL-K

HDL

®m KONTROL m LD50/32 mLD50/24 LD50/16 mLD50/8

Sekil 3.1. Gruplara ait HDL-K degerleri

Gruplara ait LDL-K degerleri Sekil 3.2’de verilmistir. Sekilde goriildigi gibi,
gruplar arasinda en diisiik LDL kolesterol degeri LD50/8 doz grubunda, en yiiksek
deger ise, LD50/24 grubundadir. LD50/8 grubundan sonra en diisiik degerin LD50/32
grubunda oldugu; LD50/24 grubundan sonra en yiiksek degerin ise, kontrol grubunda
oldugu bulunmustur.
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LDL-K

LDL

m KONTROL m LD50/32 mLD50/24 LD50/16 mLD50/8

Sekil 3.2. Gruplara ait LDL-K degerleri

3.2. Oksidatif Hasar indeks Parametrelerine iliskin Bulgular

Cizelge 3.2°de TAS, TOS, PON-1 ve OSI parametrelerinin ortalama ve standart
sapma degerleri verilmigtir. TAS degerlerine bakildiginda, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamuistir (p=0,19). En yiiksek TAS degerinin
LD50/32 grubunda oldugu, en diisiik degerin ise LD50/8 grubunda oldugu
goriilmektedir. Verilen doz miktar1 arttikca, TAS degeri diismektedir.

TOS degerlerine bakildigi zaman yine gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmamakla birlikte, en yiiksek degerin LD50/8 doz grubunda oldugu,
en disik degerin ise 17,2+7,28 pmol/L degeriyle kontrol grubunda oldugu
goriilmektedir (p=0,12).

PON-1 enzimi aktivitesi agisindan en yiiksek degerin kontrol grubunda, en
diisiik degerin ise en yiiksek doz grubu olan LD50/8’de bulundugu goriilmektedir.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamliliga bakildiginda; kontrol grubu ile
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LD50/24 grubu arasinda anlamlilik saptanmistir (p=0,007). Buna ek olarak kontrol
grubu ile LD50/8 grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p=0,002).

OSI degeri, deney gruplar arasinda en yiiksek LD50/8, en diisiik LD50/32°de
oldugu bulunmustur. Verilen SG dozundaki artisa bagl olarak, OSI degerinin arttig1
goriilmiis, ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir (p>0,05).

Cizelge 3.2. Gruplara ait TAS, TOS, PON-1 ve OSI degerleri

KONTROL LD50/32 LD50/24 LD50/16 LD50/8 TOPLAM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=40)
Ort. = SS Ort. =SS Ort. =SS Ort. =SS Ort. + SS Ort. =SS
TAS™ 1,9+0,13 2,1+0,90 2,0+£1,26 1,5+0,71 1,2+0,58 1,7+ 0,83
(mmol/L)
TOS ™ 17,2 +7,28 358+2641 | 494+41,21 37,5+23,13 | 50,4+26,48 | 38,1+2845
(nmol/L)
PON-1* 733,6 + 630,3 + 428,6 + 560,1 + 3909+ 548,7 +
(U/L) 99,49 135,75 164,392 135,69 256,172 203,69
osi ™ 0,9+0,35 2,2+1,85 3,1+£3,77 4,4 +6,57 6,7+6,75 3,5+4,381
(AV)

a: Kontrol grubuna gore istatistiksel 6nemliligi gostermektedir. Degerler ortalama + standart sapma ortalamasi
olarak ifade edilmistir. SG dozu ile korelasyon degeri TAS igin; -0,70, TOS igin; 0,65, PON-1 igin; -0,71, OSI i¢in;
0,97 bulunmustur.

" One-Way ANOVA testi kullanilmustir.

"*Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Gruplara ait TAS degerleri Sekil 3.3’te verilmistir. Sekil 3.3’te goriildigi gibi,

TAS degeri verilen doza gore ters orantili olarak azalmaktadir.
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TAS

TAS

m KONTROL m LD50/32 mLD50/24 LD50/16 = LD50/8

Sekil 3.3. Gruplara ait TAS degerleri

Sekil 3.4’te gruplara ait TOS degerleri verilmistir. Sekil 3.4’ten goriildigi gibi,
en diisiik TOS degeri kontrol grubundadir. Deney gruplari igerisinde ise en diisiitk TOS

degeri en diisiik doz SG’nin verildigi LD50/32 grubundadir. En yliksek TOS degeri
ise en yiiksek doz SG’nin verildigi LD50/8 grubundadir.

TOS

pumol/L

TOS

®m KONTROL mLD50/32 mLD50/24 LD50/16 mLD50/8

Sekil 3.4. Gruplara ait TOS degerleri
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Gruplara ait OSI degerleri Sekil 3.5’te verilmistir. OSI degeri bakimindan
gruplar ele alindiginda; en yiiksek degerin LD50/8 grubunda, en diisiik degerin ise
kontrol grubunda oldugu bulunmustur. Sekilde kontrol grubundan LD50/8 grubuna
dogru OSI degerinin artmis oldugu goriilmektedir. Ancak gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05).

OSi

OSi

®m KONTROL m™LD50/32 mLD50/24 LD50/16 mLD50/8

Sekil 3.5. Gruplara ait OSI degerleri

Gruplara ait PON-1 degerleri Sekil 3.6’da verilmistir. Buna gore, en yiiksek
PON-1 degerinin kontrol grubundadir. Deney gruplari icerisinde ise en yiiksek deger
LD50/32 grubundadir. Gruplar arasinda en diisiik PON-1 degeri ise, LD50/8 grubunda
bulunmaktadir. LD50/24 grubu ise LD50/8 grubundan sonra en diisiik PON-1 degerine
sahip grup olmustur.
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PON-1

PON-1

m KONTROL m LD50/32 mLD50/24 LD50/16 mLD50/8

Sekil 3.6. Gruplara ait PON-1 degerleri

Farelerin TAS ve TOS degerleri ile hesaplanan OS] siniflamasi ¢izelge 3.3’te
verilmigtir. Bu smiflamaya gore “Cok yiiksek oksidatif stres” sinifinda yer alan
farelerin %44,5’inin LD50/8 grubunda oldugu bulunmustur. Kontrol grubunda “Cok
yiiksek oksidatif stres” sinifinda olan fare bulunmamaktadir. “Yiiksek oksidatif stres”
smifinda kontrol grubu ile LD50/16 grubunun esit yiizdeye sahip olduklar
goriilmektedir (%27,8). “Yiksek oksidatif stres” sinifinda en az yiizdeye sahip olan
grubun ise, LD50/24 oldugu bulunmustur (%5,5). “Oksidatif stres” sinifinda sadece 1
fare yer almaktadir ve bunun LD50/24 grubunda oldugu saptanmistir. “Balans-
hastaliklara dikkat” sinifinda LD50/32 ile LD50/24 grubunun esit ve en yiiksek
yiizdeye sahip olduklar1 (%36,4) ve bu smifta LD50/8 grubunun bulunmadigi
goriilmektedir. OSI siniflamasinda “normal seviye” sinifinda sadece kontrol
grubundan 1 farenin yer aldig1 goriilmektedir. Tiim farelere genel olarak bakildiginda
cogunlugun “yiiksek oksidatif stres” grubunda yogunlastigi goriilmektedir (n=18).
Doz gruplan birbiriyle ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamlilik bulunmamastir (p>0,05).
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Cizelge 3.3. Gruplara ait OSI Siniflamasi

KONTROL | LD50/32 LD50/24 | LD50/16 | LD50/8 | TOPLAM
OSi Simflamasi (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=40)
s | % S % | S| % [ S| % [s]| w |s %

Cok Yiiksek
Oksidatif Stres 1 111 2 | 222 | 2 | 222 | 4 | 445 | 9 | 1000
Yiiksek Oksidatif 5278 | 3 |167 | 1|55 | 5 |27,8| 4 | 222 |18 | 1000
Stres
Oksidatif Stres - - - - 1 |100,0 | - - - - 1 100,0
Balans-Hastahiklara | » | 195 | 4 | 364 |4 |364| 1| 90 | -| - |11 1000
Dikkat
Normal Seviye 1 | 100,0 - - - - - - - - 1 100,0

Chi-Square Testi kullanilmstir.

3.3. Genetik Parametrelere Iliskin Bulgular

Calismada kromozomal anormallikler ile ilgili bulgular cizelge 3.4’te
verilmigtir. Buna gore; anormal hiicre (AH) yiizdesinin en yiiksek oldugu grubun
LD50/16 oldugu goriilmektedir. Ayni zamanda hiicre basina diisen KA degerinin en
yiikksek oldugu grup yine LD50/16’dir. Kontrol grubunda herhangi bir KA
bulunmamistir. Kontrol grubundan sonra en az KA’nin bulundugu grubun LD50/32,
yani en diisiik doz SG’nin verildigi grup oldugu goriilmektedir. KA genel olarak ele
alindiginda, en ¢ok karsilasilan anormalligin SU (Sister Union-kardes kromatid
birlesimi) oldugu saptanmustir (Sekil 3.7) ve bunu poliploidi (Sekil 3.8) takip
etmektedir. En yiiksek doz SG verilen LD50/8 grubunun sonuglar1 orta doz grup olarak
adlandirilabilecek olan LD50/24 grubuyla benzerdir.

Sekil 3.7. SG uygulamasiyla fare Sekil 3.8. SG uygulamasiyla fare
kromozomlarinda gézlenen SU kromozomlarinda gézlenen poliploidi
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda AH yiizdesi ve KA/hiicre sayisi
bakimindan LD50/32 grubu diginda tiim gruplar ile istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmustur (p<0,001). LD50/32 ile kontrol grubu arasinda AH yiizdesi ve KA/hiicre

sayis1 bakimindan anlamlilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Cizelge 3.4. Steviol glikozid uygulamasina bagli olarak ortaya ¢ikan kromozomal

anormallikler
UYGULAMA KROMOZOMAL ANORMALLIKLER
ETIEN Sii D AH + SH | KA/Hiicre +
MADDE ure 0z ucre
(giin) Grup Adi (mglkg) KzK | KtK | F |P|SU|KD | DS |H %) SH
28 | Kontrol 0| - F | A A - -
0,25 + 0,003 +
28 | LD50/32 470 - -l -] -] -2 0,18 0,019
3,75+ 0,038 +
Steviol 28 | LD50/24 620 2 1 |-|5|17| -] - |5]| 0672 0,0692P
Glikozid 475+ 0,048 +
28 | LD50/16 940 | - 2 21922 1| - |2]| o075 0,0772P
3,88 + 0,039 +
28 | LD50/8 1880 | - - |1]4|18| - | 5 |3| 0,682 0,0702Pb

a:Kontrol grubuna gore; b:LD50/32 grubuna gore istatistiksel 6nemliligi géstermektedir. KzK: Kromozom kirigi;
KtK: Kromatid kirigi; F: Fragment; P: Poliploidi; SU: Kardes kromatid birlesimi; KD: Kromatid degisimi; DS:
Disentrik; H: Halka kromozom; AH: Anormal hiicre; SH: Standart hata; KA: Kromozomal anormallik
Z testi uygulanmigtir. SG dozu ile korelasyon degeri KA/Hiicre igin; 0,76, AH yiizdesi i¢in;0,74 oldugu
bulunmustur.

Sekil 3.9°da gruplara ait anormal hiicre yiizde degerleri verilmistir. Sekil 3.9’dan

da gortldigi gibi; en yliksek AH yiizdesi LD50/16 grubunda, en diisiik AH yiizdesi

ise; kontrol grubundadir.

56



ANORMAL HUCRE

ANORMAL HUCRE

m KONTROL m LD50/32 mLD50/24 LD50/16 mLD50/8

Sekil 3.9. Gruplara ait anormal hiicre yiizde degerleri

Sekil 3.10°da gruplara ait KA/hiicre yiizde degerleri verilmistir. Sekilde en
yiikksek KA/hiicre yiizdesinin LD50/16 grubunda, en diisiik yiizdenin ise; kontrol
grubunda oldugu goriilmektedir.

KROMOZOMAL ANORMALLIK/HUCRE

%

KROMOZOMAL ANORMALLIK/HUCRE

®m KONTROL m LD50/32 mLD50/24 LD50/16 mLD50/8

Sekil 3.10. Gruplara ait kromozomal anormallik/hiicre yiizde degerleri
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Cizelge 3.5’te farkli dozlardaki steviol glikozidin hiicre dongiisii aktivitesi
lizerine etkileri verilmistir. Bu cizelgeye gore; en diisiik MI kontrol grubundadur.
Deney grubunda ise, en diisiik Mi, LD50/32 grubunda, en yiiksek MI LD50/16
grubundadir. En yiiksek doz steviol glikozid verilen LD50/8 grubunun Mi degerinin
LD50/24 grubundan nispeten daha diisiik oldugu saptanmustir. Ayrica KA ve Mi
aktivitesi birlikte degerlendirildiginde sonuglarin LD50/24 doz grubunda maksimum
oldugu, LD50/8 ile LD50/24 grubunun sonucglarinin ise birbirine yakin oldugu

gorilmektedir.

Kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmustur (p<0,001). LD50/32 grubu ile diger gruplar arasinda da istatistiksel
olarak anlaml1 fark vardir (p<<0,001). LD50/24 grubunun LD50/8 grubu disindaki diger
gruplarla arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<<0,001). LD50/16 grubu ile

diger tiim gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p<0,001).

Cizelge 3.5. Steviol glikozid uygulanan gruplarda mitotik indeks degerleri

UYGULAMA MITOTIK iINDEKS
ETKEN
MADDE PeEN
.. . Sayllan Boliinen : o
Siire (giin) | Grup Adi | Doz (mg/kg) Hiicre Sayisi | Hiicre Sayisi MI + SH (%)
28 Kontrol 0 8000 287 3,6 +£0,210cd
Steviol 28 LD50/32 470 8000 482 6,0 0, 272¢d
Glikozid 28 LD50/24 620 8000 1003 12,5 +0,372bd
28 LD50/16 940 8000 1215 15,2 + 0,402b¢
28 LD50/8 1880 8000 988 12,4 +0,37%0d

a:Kontrol grubuna gore; b:LD§0/32 grubuna gore; ¢:LD50/24 grubuna gore; d:LD50/16 grubuna gore istatistiksel
onemliligi gostermektedir. MI: Mitotik indeks; SH: Standart hata

SG dozu ile mitotik indeks degeri arasindaki korelasyon katsayisi; 0,74 olarak bulunmusgtur.

Z testi uygulanmigtir.

Sekil 3.11°de gruplara ait MI degerlerinin yiizde olarak ifadeleri verilmistir. En

yiiksek Ml yiizdesine sahip olan grubun LD50/16 oldugu gériilmektedir. En diisiik M1

yiizdesi ise, kontrol grubundadir.

58



MITOTIK INDEKS

MITOTIK INDEKS

= KONTROL wLD50/32 mLD50/24 = LD50/16 mLD50/8

Sekil 3.11. Gruplara ait mitotik indeks ytizde degerleri
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4. TARTISMA

Bu ¢alisma in-vivo bir ¢alisma olup, arastirmanin érneklemi 40 adet Balb/c cinsi
faredir. Calisgmada SG’nin oksidatif hasar indeks parametreleri ve bazi genetik
parametreler iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu calismada plazma
lipid parametrelerinden HDL-K ve LDL-K, oksidatif hasar indeks parametreleri; TAS,
TOS, PON-1, genotoksisite ve sitotoksisite degerlendirmesi i¢in KA/hiicre orani ve

Ml yiizdesi incelenmistir.

4.1. Steviol Glikozidin Plazma Lipid Parametreleri Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

Steviol glikozidin barsaklardan yag emilimini azalttig1 ve lipid metabolizmasi
yolaklari lizerinde etkileri oldugu, bu yolla da plazma lipid parametrelerini etkiledigi
ve bu nedenle hiperlipidemik hastalarda terapétik etkileri olabilecegi belirtilmektedir
(Atteh ve ark., 2008 ve Holvoet ve ark., 2015). Hiperlipidemik hastalarda terapotik
etkileri olabilecegini kanitlar nitelikte yapilan bir ¢aligmada, 12 haftalik 34 obez fare
kullanilmus, fareler kontrol grubu ve 10 mg/kg/giin dozunda steviosid verilen deney
grubu olmak tizere 2’ye ayrilmig ve 12 hafta deney siiresinin sonunda kan lipidleri
incelenmistir. Total kolesterol degerinin steviosid verilen farelerde kontrol grubuna
gore diisiik oldugu sonucuna varilmistir (p<0,01). Trigliserit degerlerinin ise steviosid
grubunda daha diisiik oldugu bulunmus, fakat bu farkin istatiksel olarak anlamli

olmadig1 sonucuna varilmistir (p>0,05) (Geeraert ve ark., 2010).

Bu caligmada kontrol grubu ile deney gruplarmin HDL-K diizeyleri arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. Ancak SG verilen tiim gruplarda HDL-K diizeyi
kontrol grubundan yiiksektir. SG verilen gruplar icerisinde en yiiksek HDL-K degeri
LD50/24 grubunda, en diisiikk deger ise LD50/32 grubunda bulunmustur. En diisiik doz
SG verilen LD50/32 grubunun HDL-K degeri kontrol grubundan sonra en diisiik
degerdir. LD50/24 grubundan sonra en yliksek HDL-K degeri LD50/8 grubunda
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bulunmustur (¢izelge 3.1). Yapilan regresyon analizi sonucunda HDL-K degerinin

doza bagli degismedigi bulunmustur (r=0,27).

Bu ¢alismada LDL-K degerinin LD50/24 grubunda en yiiksek oldugu ve bunun
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05). En diisiik LDL-K degeri
LD50/8 grubunda olup, bu grup en yiiksek dozun verildigi gruptur. Elde edilen
sonuclara gore bu ¢calismada, HDL-K degerinin SG dozu ile iliskili olmadigi, LDL-K
degeri i¢in ise yiiksek doz SG uygulamasi sonucu anlamli bir diisiis goriilmesine
ragmen, LDL-K degerinin doza bagli degismedigi sonucuna varilmistir (r=0,05)
(Cizelge 3.1). Konu ile ilgili yapilan smirli sayidaki ¢aligmalarda farkli sonuglar da
oldugu goriilmektedir. Savita ve arkadaslarinin (2004) 30-55 yas aras1 hipertansif ve
diyabetik 30 hasta iizerinde yaptig1 bir calismada, bireylere 30 giin boyunca 0,5 g/giin
ve 1 g/glin SG verilmis ve kan lipid parametreleri incelenmistir. Calisma sonunda her
iki grupta da baslangica gére HDL-K degerleri anlamli olarak daha diisiik bulunmus,
fakat LDL-K degerindeki diisiisiin anlamli olmadig1 belirtilmistir.

Yapilan bir ¢alismada, herhangi bir ila¢ kullanmayan 20 hiperkolesterolemi
hastas1 kadma 30 giin boyunca 3,3 g/giin stevia ekstrakti verilmistir. Calisma
baslangicinda HDL-K degeri 47,9£9,26 mg/dL iken, ¢alisma sonunda 49,8+9,23
mg/dL'ye ¢ikmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01). Ayni
calismada LDL-K degeri, 129,7+17,48 mg/dL'den 125,0+£18,74 mg/dL'ye diismiis, bu
fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01) (Sharma ve ark., 2009). Bu
calismada ise, HDL-K ve LDL-K degerinde degisimler oldugu fakat tiim gruplar
arasinda anlamli olmadigi bulunmustur. Bunun nedeni, kullanilan SG dozlarinin
Sharma ve arkadaslarinin ¢alismasinda uygulanan doza gore ¢ok daha diisiik olmasi

ile agiklanabilir.

Normal diyet ve yiiksek yagl diyetle beslenen toplam 40 fare iizerinde yapilan
bir caligmada, deney grubuna 1000 mg/kg dozda stevia ekstrakti verilerek yiiksek yagl
diyetle beslenmis, kontrol grubu ise yalnizca normal diyet ile beslenmistir. Stevia

ekstrakt: verilen ve yiiksek yagl diyetle beslenen farelerin 15 hafta sonunda, kontrol
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grubuna goére HDL-K degerlerinin daha yiiksek oldugu fakat bu farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 belirtilmistir (Park ve Cha, 2010).

Goriildiigii gibi, ¢alismalardan elde edilen sonuglar farklilik gostermektedir. Bu
nedenle, tek bir yoruma ulasabilmek su an i¢in pek miimkiin olamamaktadir. Bu
farkliliklarin baglica nedenleri; farkli stevia bilesenlerinin kullanilmasi, uygulama
dozlarindaki  farkliliklar ve test organizmasinin farkli  olmasi seklinde

distiniilmektedir.

4.2. Steviol Glikozidin Oksidatif Hasar indeks Parametreleri Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

Son yillarda, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde, dogal
antioksidanlardan zengin taze meyve ve sebzeler ile bitki ¢aylarinin tiikketimi tizerinde
durulmaktadir (Atrooz, 2009 ve Yanishlieva-Maslarova ve Heinonen, 2001). Bu
bitkisel besinlerin koruyucu etkileri, yapisinda bulunan bilesenlerin varligina baghdir.
Enzimler, proteinler, vitaminler, karotenoidler, flavonoidler, antosiyaninler ve diger
fenolik bilesiklerin déahil oldugu diisiikk molekiil agirlikli bilesikler buna o6rnek
verilebilir (Halliwell, 1996 ve Zhang ve Wang, 2002). Giiniimiizde artan antioksidan
thtiyacim1 karsilamak amaciyla sentetik antioksidanlar iiretilmis fakat bunlarin yan
etkileri nedeniyle bazi endiseler giindeme gelmistir. Bu nedenle dogal besinlerden elde
edilen, ytliksek koruyucu etkiye sahip, gilivenilir ve ekonomik antioksidanlara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu kapsamda stevia giindeme gelmis, stevia yapraginda bulunan
fenolik bilesikler ve baz1 vitaminlerin antioksidan aktive gosterip gostermedigi konusu
ise halen netlik kazanmamistir (Holiman ve ark., 1996 ve Kahkonen ve ark., 1999).
Stevianin antioksidan igerigini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalarda, SOD, GPX,
CAT gibi baz1 karaciger enzimleri veya besinin fenolik ve/veya flavonoid
iceriklerinden yararlanildig1 goriilmektedir (Abou-Arab ve Abu-Salem,2010; Bracht
ve ark., 1985; Kim ve ark., 2011; Ozbayer ve ark., 2011 ve Tadhani ve ark., 2007).
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Stevianin  antioksidan bilesenlerinin incelendigi bir c¢alismada, stevia
yapraklarimin toplam antioksidan aktivitesi; kuru agirlik bazinda, gram basia gallik
asit, askorbik asit, yapay antioksidan olan BHA (biitilat hidroksianisol) ve troloks
esdegeri olarak ifade edilmistir. Stevia yapraklarinda bulunan fenolik bilesiklerin
antioksidan kapasitesinin; 9,66 g gallik asitin, 25,7 g askorbik asitin, 20,2 g BHA nn
ve 38,2 g troloksin sahip oldugu antioksidana es deger oldugu bulunmustur. Stevia
yapraklari ise, diger antioksidan maddelere gore ¢ok giiclii olmasa da antioksidan

Ozellige sahiptir (Tadhani ve ark., 2007).

Stevianin antioksidan igerigi ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, 1 mg stevia
ekstraktinin total fenolik igeriginin 130,7+2,23 pg katesin esdegeri/mg, total flavonoid
iceriginin 15,6+0,25 pg kuersetin esdegeri/mg oldugu belirtilmistir. Ayrica ¢alismada
stevia yapraginin yiiksek antioksidan bilesenlere sahip olmasi nedeniyle dogal
antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi tizerinde durulmustur (Kim ve ark.,

2011).

In-vitro kosullarda steviosid ve iniilinin antioksidan etkilerini karsilastirmak
amactyla yapilan bir calismada, steviosidin iniiline gore daha diisiik konsantrasyonda
stiperoksit radikalini inhibe ettigi bulunmus, hidrojen peroksit radikalinin
inhibisyonunda iniiline gore daha yiiksek konsantrasyonda steviosid gerektigi
bildirilmistir (p<0,05). Calisma sonunda, steviosid ve iniilinin sadece yiyecek ve
icecekleri tatlandirmak amaciyla degil, antioksidan olarak da kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir (Stoyanova ve ark., 2011).

Bu calismada farkli dozlarda verilen stevia bitki 6ziitii SG’nin, oksidatif indeks
parametreleri olan TAS, TOS ve PON-1 aktivesi ve OSI degeri iizerine etkileri
incelenmistir. Yontem ve incelenen parametreler itibariyle bu ¢alisma, literatiirde
stevia ile yapilan tek calismadir. Verilen SG dozu ile TAS degeri ele alindiginda;
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamakla birlikte (p>0,05), en
yiiksek TAS degeri LD50/32 grubunda goriilmiis, bunu LD50/24 grubu takip etmistir
(Sekil 3.3). Ayrica bu iki grubun TAS degerleri kontrol grubuna gore daha yiiksektir.
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Doz LD50/16 diizeyine ¢iktiginda TAS degerinin kontrol grubundan daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Calismada en diisiik TAS degerinin, en yiiksek doz verilmis olan
LD50/8 grubunda oldugu ve bu degerin 1,2+0,58 mmol/L oldugu belirlenmistir
(Cizelge 3.2). Bu nedenle; SG’nin LD50/32 ile LD50/24 dozlarinda viicutta
antioksidan seviyesinin arttigi, LD50/16 ve iizeri dozlarda ise antioksidan etkisinin
kontrol grubundan bile daha diisiik seviyede oldugu bulunmustur. TAS degeri ile SG
dozu arasinda negatif korelasyon oldugu saptanmustir (r=-0,70). Bu nedenle, SG
dozundaki artisa bagli olarak antioksidan aktivitenin azaldigi sonucuna varilmigtir

(Sekil 3.3).

Calismada TOS degerlerine bakildiginda, dozlar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark olmasa da (p>0,05), en diisiik TOS degerinin kontrol grubunda oldugu
bulunmustur. Deney gruplari arasinda ise en diisiik TOS degeri en diisiikk doz SG’nin
verildigi LD50/32 grubundadir. Kontrol grubunun TOS degeri 17,2+7,28 umol/L,
LD50/32 grubunun ise, 35,84+26,41 umol/L’dir (gizelge 3.2). LD50/32 grubunun TOS
degerinin kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat1 yliksek oldugu goriilmektedir. Yani, en
diisiik dozda SG verilmesi bile TOS degerinin 2 katina ¢ikmasina yol agcmistir. En
yiiksek dozun verildigi LD50/8 grubunun TOS degeri, ¢aligmadaki en yiiksek deger
olup, bu deger kontrol grubuna gore yaklasik 3 kat fazladir (Sekil 3.4). TOS degeri ile

SG dozu arasinda pozitif korelasyon oldugu sonucuna varilmistir (r=0,65).

Calismada incelenen bir diger parametre PON-1 aktivitesidir. PON-1; 354
aminoasitten olusan, paraoksonaz, arilesteraz, laktonaz aktivitesine sahip bir ester
hidrolaz enzimidir (Ceron ve ark., 2014). Enzim aktivitesi Ca*? ’a bagimlidir. Insan
karacigerinde sentezlenmekte ve kana salinmaktadir (Rozek ve ark., 2005). Kanda
%80°den fazlast HDL-K ile tasinmakta, ayrica VLDL ve silomikron yapisinda da az
miktarda oldugu belirtilmektedir (Gugliucci ve Menini, 2015). PON-1 insanlarda,
kalp, karaciger, bobrek, akciger, mide, ince bagirsak, dalak, plasenta ve testiste
bulunmaktadir (Mackness ve ark., 2010). PON-1’in viicutta, 6zellikle HDL-K ve
LDL-K’nin ylikseltgenmesini Onleyen, lipit peroksitleri metabolize eden ve
arterosklerozise kars1 koruyucu oldugu bilinen laktonaz aktivitesi ile etki gosterdigi

bilinmektedir (Lu ve ark., 2006). PON-1’in daha ¢ok LDL-K ve total kolesterol
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diizeyleri, hiperkolesterolemi, koroner arter hastaligy, tip 2 diyabet, Parkinson hastalig
ve inme gibi hastaliklarla iligkisi incelenmistir (Medina-Diaz ve ark., 2017). Diyetin
yag miktar1 ve kompozisyonu, antioksidan vitamin ve mineraller, polifenol icerigi
yiikksek Dbesinler, genetik faktorler, ilag ve yasam tarzi PON-1 aktivitesini
etkilemektedir (Schrader ve Rimbach, 2011). Bu ¢alismada PON-1 aktivitesinin SG
dozlar ile iliskisi ele alinmistir. PON-1 diizeyinin en yliksek oldugu grup, kontrol
grubu iken, en diisiik oldugu grup, en yiiksek doz SG verilen LD50/8’dir. LD50/8 ile
kontrol grubu karsilastirildiginda farkin anlamli oldugu goriilmektedir (p<0,05).
LD50/8 grubundan sonra en diisiik PON-1 diizeyinin LD50/24 grubunda oldugu ve
kontrol grubu ile karsilagtirlldiginda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmistiir (p<0,05) (Cizelge 3.2). Deney gruplari arasinda en yiiksek PON-1 diizeyi,
en diisik doz SG verilen LD50/32 grubunda bulunmustur (p>0,05). LD50/32
grubundan sonra en yiiksek PON-1 diizeyi LD50/16 grubundadir (p>0,05). PON-1
degeri ile SG dozu arasinda negatif korelasyon bulunmus olup, SG dozu artisina bagh

olarak PON-1 degerinin azaldigi sonucuna varilmistir (r=-0,71).

PON-1 diizeyinin dolayli olarak HDL-K ve LDL-K diizeylerindeki artisi
onledigi bilinmektedir (Gugliucci ve Menini, 2015 ve Lu ve ark., 2006). Calismada
PON-1 diizeyleri ile HDL-K degerleri karsilastirildiginda; PON-1 diizeyinin yiiksek
bulundugu gruplarda HDL-K degerlerinin diisiik oldugu bulunmustur. Buna gore
sadece LD50/8 ve LD50/24 disindaki gruplarda, PON-1 ile HDL-K degerleri arasinda
negatif korelasyon oldugu goriilmiistiir (r=-0,73) (Sekil 3.1 ve Sekil 3.6). PON-1
diizeyi ile LDL-K degeri karsilastirildiginda; negatif korelasyon bulunmamustir.
Bunun yani sira, en diisiik PON-1 degerinin oldugu LD50/8 grubunda, en diisiik LDL-
K degeri bulunmustur (r=0,04). Bu calismada PON-1 diizeyi ile HDL-K degeri
arasinda negatif korelasyon oldugu, fakat LDL-K degeri ile arasinda korelasyon
olmadig1 sonucuna varilmistir. Konu ile ilgili olarak 710 koroner arter hastasi birey ve
199 heniiz herhangi bir tan1 almamis fakat gogiis agrisi ile hastaneye basvurmus
saglikli bireyler ile yapilan bir ¢alismada, PON-1 seviyesinin hasta olan bireylerde
saglikli bireylere gore daha diisiik oldugu bulunmustur (p<0,05). PON-1 seviyesinin
diisiik bulunmasina paralel olarak hasta bireylerin HDL-K degeri de saglikli bireylere
gore daha diisiiktiir (p<0,0001). LDL-K degerinin ise saglikli bireylerde daha yiiksek
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oldugu fakat bu farkin anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0,05). PON-1 seviyesi ile
HDL-K degeri pozitif iliskili, LDL-K ile negatif iliskili oldugu sonucuna varilmistir
(Garin ve ark., 2006). Bu sonuglarin bu calismada bulunan sonuglarla benzerlik
gostermedigi goriilmistiir. Cilinkii PON-1 degerinin en diisiikk oldugu LD50/24
grubunda, HDL-K ve LDL-K degerlerinin diger gruplara gore en yiiksek oldugu

bulunmustur.

PON-1 ile HDL-K iligkisinin arastirildigi ¢ift kor randomize kontrollii bir
calismada, 134 bireyin PON-1 ve HDL-K degerleri incelenmis ve korelasyonlari
verilmistir. Bireylerin ortalama HDL-K degeri 1,164+0.31 mmol/L olarak bulunmus ve
HDL-K diizeyi ile PON-1 seviyesi arasindaki korelasyon katsayisinin 0,37 oldugu
bildirilmistir (p<0,001). HDL-K diizeyi ile PON-1 aktivitesi arasindaki korelasyon
katsayis1 ise 0,23’tliir (p<0,05). Calismada LDL-K seviyelerine de bakilmis,
oksitlenmis LDL-K ile PON-1 korelasyonu verilmistir. Bireylerin ortalama LDL-K
degeri 8.19£1.95 mmol/L’dir. PON-1 seviyesi ile oksitlenmis LDL-K arasinda
korelasyon katsayist 0,002 bulunurken (p>0,05), PON-1 aktivitesi ile oksitlenmis
LDL-K arasindaki korelasyon katsayisi ise 0,054 olarak belirtilmistir (p>0,05). Bu
caligmanin sonucunda PON-1 aktivitesi ve seviyesinin HDL-K ile pozitif korelasyona
sahip oldugu, oksitlenmis LDL-K ile iligkili olmadigi sonucuna varilmistir (van

Himbergen ve ark., 2005).

PON-1 seviyesi ile kanser ve HDL-K diizeyinin incelendigi bir ¢aligmada,
pankreas kanseri olan 20 birey ile saglikli 20 birey arastirmaya alinmis ve bireylerin
PON-1, HDL-K, LDL-K degerleri 6l¢iilmiistiir. Kanser olan grubun serum HDL-K
diizeyi, 40.21+13.82 mg/dL, kontrol grubunun 47.30+6.65 mg/dL olarak bulunmus ve
aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu sonucuna varilmistir (p<0.05).
Kanser grubunda olgiilen serum LDL-K diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli
olarak farkli olmadig: belirtilmistir (p>0,05). Serum PON-1 diizeyleri kanser ve
kontrol grubunda sirasiyla 61.57+22.44 U/L ve 87.50+23.39 U/L olarak bulunmus
olup, farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmistir (p<0.005). Serum PON-1

aktivitesi ve HDL-K diizeyi arasinda pozitif korelasyon bulunmus, korelasyon
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katsayist 0.69 olarak belirlenmistir (p <0.05). PON-1 ile LDL-K arasinda korelasyon
olmadig belirtilmistir (Akcay ve ark., 2003).

Bu calismada TAS ve TOS parametreleri kullanilarak OSI  degeri
hesaplanmistir. OSI degeri oksidatif strese yatkinlig1 belirlemek amaciyla kullanilan,
TAS ve TOS degerleri ile hesaplanan oksidatif indeks parametrelerinden biridir (Erel,
2005). Genel olarak, OSI degerindeki artis oksidatif strese yatkinligmn artmasi olarak,
azalma ise oksidatif strese yatkinligin azalmasi olarak degerlendirilmektedir.
Abuhandan ve arkadaslarinin (2012) bakteriyel menenjit tanis1 alan 25 hastanin 10
giinliik tedavi siirecinin dncesi ve sonrasinda serum TAS, TOS ve OSI degerlerini
karsilastirmak amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada, TOS ve OSI degerlerinin tedavi
oncesinde daha diisiik, TAS degerinin daha yiiksek oldugu ve farklarin istatiksel olarak
anlamli oldugu belirtilmistir (p<0,01). OSI degeri tedavi dncesinde; 2.31+1.37 AU,
tedavi sonrasinda; 1.15+0.32 AU olarak belirlenmistir. Sonug olarak ¢alismada klinik
ve bakteriyolojik diizelme saglanmasinin TOS ve OSI degerini azalttig1, TAS degerini

ise attirdig1 sonucuna varilmistir.

Bu calismada, OSI degeri, en yiiksek doz uygulamasi yapilan LD50/8
grubunda; 6,7+£6,75 AU, en diisik doz uygulanan LD50/32 grubunda; 2,2+1,85
AU’dur. Bu degerin ortalamasi 3,5+4,81 AU olarak saptanmistir. Deney gruplarinin
OSI degerlerinin, LD50/32 grubundan LD50/8 grubuna dogru arttig1 goriilmektedir
(p>0,05). Korelasyon katsayis1 0,97 olarak bulunmustur. Doz arttikca OSI degerinin
yiikselmesi, etken madde olan SG’nin oksidatif stresi tetikledigi yOniinde

yorumlanmugstir (Sekil 3.5).

In-vivo olarak yapilan bir ¢alismada, 12 hafta boyunca 10 mg/kg/giin dozunda
steviosid verilen C57BL6 tipi farelerde SOD enzim diizeylerinin kontrol grubuna goére
daha diistik oldugu bulunmustur (p<0,05). Calisma sonunda 10 mg/kg/giin steviosidin

farelerde antioksidan etkiler gosterdigi sonucuna varilmistir (Geeraert ve ark., 2010).
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In-vivo kosullarda stevianin antioksidan etkilerinin arastirildigi diger bir
caligmada, 28 diyabetik ve 21 normal ratin karaciger antioksidan enzim diizeyleri
incelenmistir. Calismada 200 mg/kg dozunda stevia verilen diyabetik ratlarin, kontrol
grubuna gére SOD (p<0,05), ve GPX (Glutatyon peroksidaz) (p<0,001) enzim
diizeylerinin daha yiiksek oldugu fakat MDA (Malondialdehit) (p<0,01) diizeyinin
daha diisiik oldugu bulunmustur. Stevia verilen diyabetik grubun, diyabetik kontrol
grubuna gore NOS (Nitrik oksit sentaz) enzim diizeylerinin anlaml sekilde diisiik
oldugu (p<0,05), diger enzim diizeylerindeki farkliliklarin ise anlamli olmadigi
belirtilmistir. Diyabette antioksidan enzim olan GPX diizeyinin azaldigi bilinmekte
olup, bu calismada stevianin etkisinin net olarak goriildiigii bildirilmistir. Ciinkd;
calismada diyabetik ratlara verilen stevianin etkisi ile GPX diizeyinin daha yiliksek

oldugu bulunmustur (Ozbayer ve ark., 2011).

Bu ¢alismada yalnizca S. rebaudiana bitkisinin 6ziitii olan SG kullanilmistir.
Ancak stevia bitkisinden elde edilen bazi diger bilesiklerin de antioksidan etkilere
sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (Huxtable, 2002). Yapilan bir ¢alismada, stevia
rebaudiana bitkisi yapraklarindan ¢ikarilan dogal bilesiklerin sigan karacigerinde
mitokondriye olan etkileri arastirilmistir. Karma olarak kullanilan dogal bilesikler,
steviosid, steviolbiosid, izosteviol ve steviol olup, bunlarin oksidatif fosforilasyonu,
ATPaz aktivitesini, NADH-oksidaz aktivitesini, siiksinat-oksidaz aktivitesini, siiksinat
dehidrojenaz ve L-glutamat dehidrojenazi inhibe ettigi ve bu etkilerin yiiksek
konsantrasyonda (1 Mm) daha belirgin olarak gézlendigi belirtilmektedir (p<0,05).
Calismanin sonucunda; steviosidin yani sira diger S. rebaudiana dogal bilesiklerinin
de, oksidatif fosforilasyonun ayristiricilari olarak gorev yapabilecegi ve antioksidan

etki gosterdigi sonucuna varilmistir (Bracht ve ark., 1985).

Bu ¢alisma sonuglarina gére SG’nin dozundaki artigin oksidatif hasar indeks
parametrelerinde degisikliklere neden oldugu ve SG’nin oksidatif hasar1 arttirdigi

sonucuna varilmistir.
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4.3. Steviol Glikozidin 7n-Vivo Olarak Genetik Parametreler Uzerine Etkileri

Genotoksisite; organizmanin normal biyolojik dongiisiinde veya fiziksel,
kimyasal, biyolojik ajanlarin etkisiyle kalitim materyali olan DNA molekiillerinde
ortaya c¢ikan degisikliklerdir. KA’lar, DNA kiriklari, gen mutasyonlar
genotoksisitenin i¢cinde degerlendirilmektedir. Genotoksisitenin belirlenmesinde
bir¢ok yontem olmasina ragmen, en ¢ok tercih edilen yontemlerin basinda, KA testleri

yer almaktadir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Fare kemik iligi hiicrelerindeki KA’lar, fiziksel ve kimyasal ajanlarin
genotoksik potansiyelinin belirlenmesinde olduk¢a énemli bir yere sahiptir (Yilmaz
ve ark., 2008). Bu calismada farkli dozlarda SG verilen farelerin kemik iligi
hiicrelerinde KA frekansina ve hiicre dongiisii lizerine etkileri belirlenerek, stevia

tatlandiricisinin genotoksisitesi ve sitotoksisitesi ¢aligilmistir.

Stevianin genotoksik etkileri, yillardir arastirilan bir konudur, fakat yapilan
calismalarla ortak bir sonuca varmak miimkiin degildir. Bu durumun nedenleri
arasinda, calismalarda etken madde olarak stevianin farkli bilesenlerinin kullanilmasi,
uygulama dozlarindaki farkliliklar ve test organizmasi farkliliklar1 sayilabilmektedir.
In-vivo ve in-vitro kosullarda yapilan bazi calismalarda, stevianin genotoksik
etkilerinin olmadigi bildirilmistir (Das ve ark., 1992; Ishidate ve ark., 1984; Maki ve
ark., 2008b; Pezzuto ve ark., 1985; Toyoda ve ark., 1997; Ugar ve ark., 2017; Urban
ve ark., 2013 ve Williams ve Burdock, 2009). Diger taraftan, ¢ok az sayida da olsa,
stevianin  genotoksik etkilerinin oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir
(Huxtable, 2002; Matsui ve ark., 1996; Nunes ve ark., 2007 ve Suttajit ve ark., 1993).
In-vivo olarak stevianin genotoksik etkisini bildiren tek ¢alismaya rastlanilmis olup,
calismada 45 giin siireyle igme sularina 4 mg/ml (yaklasik 400 mg/kg/giin) steviosid
eklenen siganlarin; kan hiicreleri, dalak, karaciger ve beyin dokularinda DNA hasar1
meydana geldigi bildirilmistir. (Nunes ve ark., 2007). SG’nin genotoksisitesinin
belirlenmesinde in-vivo ¢alismalarin sinirli olmasi nedeniyle, bu ¢alisma 6nem arz

etmektedir.
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Bu c¢aligmada, kontrol grubunda KA’ya rastlanilmamistir. En diisiik doz SG
verilen deney grubu LD50/32’nin AH yiizdesi, diger deney gruplari arasinda en diisiik
degere sahiptir. Kontrol grubu ile LD50/32 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark olmadigi, fakat LD50/32 grubunun kontrol grubuna gére daha yiiksek KA/hiicre
ve AH yiizdesi oldugu goriilmiistir. LD50/24 grubunun AH yiizdesi ve KA/hiicre
degerinin kontrol grubu ve LD50/32 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu
sonucuna varitlmistir (p<0,001). Deney gruplar1 i¢inde en yiiksek KA/hiicre ve AH
ylizde degerinin LD50/16 grubunda oldugu bulunmustur. LD50/16 grubunun AH
yiizdesi ve KA/hiicre degerleri, hem kontrol grubu, hem de LD50/32 grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,001). LD50/16 grubuna
kadar doz arttikca AH yiizdesi ve KA/hticre degerleri de artmistir, fakat en yiiksek doz
uygulanan deney grubu LD50/8’in AH yiizdesi ve KA/hiicre degerlerinin, LD50/16’ya
gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir (p>0,05). LD50/8 grubunun KA/hiicre orani ve
AH yiizdesi, kontrol grubu ve LD 50/32 grubu ile karsilastirildiginda farklarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,001). KA/hiicre degerinin
korelasyon katsayis1 0,76, AH yiizdesinin 0,74 oldugu bulunmustur. Bu nedenle, SG
dozu ile KA/hiicre oran1 ve AH ylizde degerinin pozitif iligkili oldugu sonucuna
varilmigtir. Caligmada goriilen KA’ nin tipleri ele alinacak olursa; en ¢ok karsilasilan
SU anormalligidir. SU’nun en ¢ok karsilasildigi deney grubu KA’nin en yiiksek
goriildiigii LD50/16 grubudur. SU’dan sonra en ¢ok saptanan KA, poliploidi olmustur.
Poliploidinin en ¢ok goriildiigii grup yine LD50/16 grubudur. En az goriilen KA,
KD’dir. Tiim gruplar arasinda yalnizca 1 tane goriilmiistiir. KD’den sonra en az
rastlanan KA, kromozom kirig1 (KzK)’dir. Toplamda 2 farede rastlanilmis ve bunlar
LD50/24 grubunda bulunmustur (Cizelge 3.4).

Ugar ve arkadaglarinin (2017), stevianin in-vitro kosullarda insan lenfositleri
tizerinde genotoksik etkilerini aragtirmak amaciyla yaptiklari ¢alismada, KA/hiicre ve
AH ylizde degerleri hesaplanmistir. Calismada ADI/4, ADI/2, ADI, ADIx2 ve ADIx4
dozlar1 kullanilmistir. Bu dozlar g6z 6nilinde bulundurularak 1, 2, 4, 8 ve 16 pg/ml
konsantrasyonlarinda stevia ¢dozeltisi hazirlanmistir. Calismada ayn1  dozlarin
kullanildig1 24 ve 48 saat siireli iki periyod grubu bulunmaktadir. Calismanin

sonucunda 24 saatlik grubun AH yiizdesinin doza bagli olarak degismedigi
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gozlenmistir. ADIx2 ve ADIx4 grubunun AH ylizde degerleri ayn1 ve en yiiksektir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamaktadir
(p>0,05). Calismada 48 saatlik grubun AH yiizdesinin doza bagh degismedigi ayrica,
24 saatlige gore AH yiizde degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. KA/hticre
degerleri agisindan her iki periyod grubunda da kontrol gurubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadigi belirtilmektedir (p>0,05). Calismada en ¢ok
bulunan KA tipinin, bu ¢alismaya benzer olarak SU oldugu goriilmektedir. En ¢cok SU
goriilen grubun, 48 saatlik periyod grubundaki en yiiksek doz grubu olan ADIx4
oldugu belirtilmektedir. Bu ¢aligmada ise en yiiksek SU goriilen grup LD50/16 olmus,
en yiiksek doz grubu olan LD 50/8 grubunda ise LD50/16’ya gore daha az SU oldugu
belirlenmistir. Bu calismanin sonuglar1 ile tez ¢alismasinin sonuglarinin uyumlu
olmamasinin birka¢ nedeni oldugu diisliniilmektedir. Bunlar; uygulama siirelerindeki
farklilik, farkli doz miktarlari, kullanilan test organizmasi farkliligt ve fare

karacigerindeki biyoaktivasyon mekanizmalarinin devreye girmesi olarak sayilabilir.

Bu calisma sonuglari, 940 mg/kg ve 1880 mg/kg gibi yiiksek doz SG’nin, KA ve
AH olusumunu tetikledigi ve dolayisiyla genotoksik etki gosterdigi sonucuna

varilmstir.

Calismada hiicre proliferasyonu iizerine etkilerin belirlenmesi amaciyla MI
yiizde degerleri hesaplanmistir. Mi yiizdesinin gruplarda, KA/hiicre ve AH yiizde
degerlerine benzer bir sekilde oldugu gériilmektedir. En yiiksek M1 yiizdesi, LD50/16
grubunda olup, diger tiim gruplarla arasinda istatistiksel anlamlilik oldugu
bulunmustur (p<0,001). LD50/16 grubundan sonra en yiiksek MI yiizdesine sahip
grup, LD50/24’tiir. En yiiksek doz SG verilmis olan LD50/8 grubunun MI yiizdesi,
LD50/24 grubununki ile ¢ok yakin degerler oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle tiim
gruplarin birbirleri ile arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken (p<0,001),
sadece LD50/8 ile LD50/24 grubu arasinda anlamli fark bulunmamstir (p>0,05). En
diisiik MI yiizdesi bulunan deney grubu, en diisiik doz SG verilmis olan LD50/32
grubu olup, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilifa sahiptir
(p<0,05). Ml yiizdesinin SG dozundaki artisa bagli olarak arttig1 sonucuna varilmistir
(r=0,74).
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Ugar ve arkadaglarinin (2017) yaptigi, in-vitro kosullarda stevianin sitotoksik
etkilerinin  degerlendirildigi  ¢alismada, mikroniikleus sikligt ve ylizdesi
hesaplanmistir. Mikroniikleuslu biniikleat hiicre yiizdesinin doza bagli olarak
degismedigi sonucuna varilmistir. Ayrica niikleer boliinme indeksinin etkilenmedigi
dolayisiyla bu maddenin insan lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik olmadig:

bildirilmistir.

72



5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma, in-vivo olarak stevianin kan lipidleri, oksidatif hasar indeks
parametreleri ve bazi genetik parametreler {izerine etkilerini belirlemek amaciyla
yapilmustir. Toplam 40 adet Balb/c cinsi fareye 28 giin boyunca oral gavaj yontemi ile
LD50’ye gore belirlenen farkli dozlarda SG verilmistir.

Calismada, HDL-K ve LDL-K degerleri en yiiksek LD50/24 grubunda
bulunmustur. HDL-K degerinin gruplar arasinda istatiksel olarak anlamlilig
bulunmamaktadir. LDL-K degeri, LD50/24 ile kontrol grubu arasinda ve LD50/8 ile
LD50/24 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). HDL-K ve LDL-K

degerlerinin SG dozuna bagli bir degisim gostermedigi sonucuna varilmistir.

Calismada incelenen oksidatif hasar indeks parametleri; TAS, TOS ve PON-1
degerleridir. SG dozu ile TAS degeri arasinda negatif korelasyon oldugu (r=-0,70)
bulunurken, TOS degeri ile pozitif korelasyon (r=0,64) bulunmustur. PON-1
aktivitesinin, doz artigina bagli olarak diisiis gosterdigi sonucuna varilmigtir (r=-0,71).
SG dozundaki artisa bagli olarak OSI degerinin arttig1 bulunmustur (r=0,97). Ayrica
calismada PON-1 ile HDL-K degerleri arasinda negatif korelasyon oldugu sonucuna
vartlmustir (r=-0,73).

Calismada genetik parametrelerin incelenmesi sonucunda, doz artisina bagl
olarak KA/hiicre degerinde artis oldugu goriilmiistiir (r=0,76). SG dozu ile AH yiizdesi
arasinda pozitif korelasyon oldugu bulunmustur (r=0,74). MI degerinin doza bagl1 artis
gosterdigi ve korelasyon katsayisinin 0,74 oldugu saptanmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda, calismada kullanilan dozlardaki SG’nin in-vivo genotoksik ve
mitojenik etkilerinin oldugu seklinde yorumlanmistir. Bu ¢alisma, stevianin in-vivo
genotoksik etkisinin bulundugu literatiirdeki 2. ¢alisma olmasi agisindan 6nem arz
etmektedir. Bu ¢alismada elde edilen biyokimyasal veriler genetik verilerle uyumlu

olarak bulunmustur. SG’nin oksidatif hasar1 artirarak genotoksik etkilere neden oldugu

73



goriilmistiir. Ayrica SG’nin, hiicre proliferasyonunu uyarici etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Bu durumun mekanizmast ile ilgili olarak kesin bir yorum
yapilamamakla birlikte, hiicre dongiisiinii kontrol eden tiimor baskilayict genler

tizerinde etki géstermis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Dogal tatlandiricilar grubunda olmasi ve yapilan ¢aligmalar sonucunda giivenli
olarak kabul edilmesi nedeniyle, stevianin tiiketimi her gegen giin artmaktadir. Fakat
bu ¢alisma, in-vivo kosullarda stevianin genotoksik ve mitojenik etkilerinin oldugunu
gostermistir. Stevia tatlandiricisinin giivenilirliginin belirlenmesi agisindan 6ncii
arastirmalar arasinda yer alan bu ¢alismaya ilave olarak 6zellikle timor gelisimi ile
ilgili aragtirmalarin da yapilmasi ile giivenilirlik bakimindan kesin bir sonuca
varilmas1 gerekmektedir. Yapilacak bu caligmalar neticesinde, stevianin tiiketiciler
tarafindan tiiketiminin sinirlandirilip sinirlandirilmayacagina karar verilmesi biiyiik

Onem arz etmektedir.
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OZET

Balb/c Cinsi Farelerde Steviol Glikozid’e Maruziyetin Oksidatif Hasar Indeks
Parametreleri, Paraoxonase ve Bazi Genetik Parametreler Uzerine Etkisinin
Incelenmesi

Bu calismanin amaci, kullanimi her gecen giin artan stevia tatlandiricisinin bileseni
olan steviol glikozid (SG)’e maruziyetin oksidatif hasar indeks parametreleri, paraoxonase
(PON-1) ve bazi genetik parametreler {izerine etkisini belirlemektir. Caligma 40 adet (20
erkek, 20 disi) Balb/c cinsi fare iizerinde yapilmistir. Her biri 8 hayvandan olusan (4 erkek ve
4 disi) 4 deney grubu ve plasebo kontrol grubu olusturulmustur. Doz ayarlamasi SG igin
belirlenen LD50 dozuna gore yapilmustir. Farelere 4 hafta siiresince oral gavaj yontemi ile
farkli dozlarda SG verilmistir. Dort hafta sonunda farelerden kan 6rnekleri alinarak TAS, TOS,
paraoxonase (PON-1), HDL-K ve LDL-K diizeylerine bakilmis ve oksidatif hasar indeksi
hesaplanmistir. Calismada genetik parametrelerin degerlendirilmesinde farelerden alinan
kemik iligi 6rnegi incelenmis muhtemel kromozomal anormallik (KA) ve hiicre dongiisii
aktivitesi degerlendirilmistir. Elde edilen ¢aligma bulgularina gore, plazma lipid parametreleri
HDL-K ve LDL-K’nin SG dozuna bagl olarak degismedigi bulunmustur. Oksidatif hasar
indeks parametreleri olan TAS ve PON-1degerlerinin SG dozu ile negatif korelasyonu oldugu
bulunmustur. En yiliksek TOS degerinin en yiiksek doz SG verilen LD50/8 grubunda oldugu
belirlenmistir. TOS degeri ile SG dozlar1 arasinda pozitif korelasyon saptanmustir (r=0,65).
Elde edilen TAS ve TOS degerleri ile hesaplanan OSI (oksidatif stres indeksi) siniflamasina
gore cok yiiksek oksidatif stres smifinda bulunan farelerin %44,5 gibi bilyiik ¢ogunlugu
LD50/8 grubundadir.  Genetik parametrelerin incelenmesi sonucunda, uygulanan SG
dozlarinin anormal hiicre (AH) ve KA’y1 artirdig1 ve aralarinda pozitif korelasyon oldugu
bulunmustur (korelasyon katsayisi sirasiyla r=0,74, 0,76). En yiiksek AH yiizdesi ve
KA/hiicre orani saptanan grup LD50/16 olmustur. Hiicre dongiisii aktivitesini degerlendirmek
i¢in kullanilan mitotik indeks (M) degeri ile SG dozu arasinda pozitif korelasyon oldugu
bulunmustur (r=0,74). Calisma bulgular1 neticesinde; SG’nin oksidatif hasar indeksini
artirdig, hiicre dongiisii aktivitesini etkiledigi ve KA’y1 artirarak genotoksik etki gosterdigi
sonucuna varilmstir.

Anahtar Soézciikler: Balb/c, Genetik, Oksidatif Hasar Indeksi, Paraoxonase, Stevia, TAS,
TOS
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SUMMARY

Investigation of Effect Exposure to Steviol Glycoside on Oxidative Damage Index
Parameters, Paraoxonase Enzyme and Some Genetic Parameters in Balb/c Mice

The aim of this study was to determine the effect of exposure to steviol glycoside (SG),
a component of the ever-increasing stevia sweetener, on the oxidative damage index
parameters, paraoxonase (PON-1) enzyme and some genetic parameters. The study was
performed on 40 (20 males, 20 females) BALB/c typemices. There were formed 4
experimental groups and placebo control groups, each consisting 8 mice (4 males, 4 females).
Dose adjustment had been done according to LD50 (Lethal Dose/50) appointed for SG.
Diffeent dose of SG was given by oral gavage method for 4 weeks. At the end of four weeks,
TAS, TOS, PON-1, HDL-C and LDL-C levels were analysed by taking blood samples from
mice and oxidative damage index was be calculated. In assessing genetic parameters in the
study, the probable chromosomal abnormality (CA) and cell cycle activity examined bone
marrow samples from mice were evaluated. According to the study findings, plasma lipid
parameters HDL-C and LDL-C did not change depending on the SG dose. The oxidative
damage index parameters TAS and PON-1 values were found to be negatively correlated with
SG doses. The highest TOS value was determined to be in the LD50/8 group given the highest
dose SG. Positive correlation was found between TOS value and SG doses (r=0,65). According
to the OSI (oxidative stress index) classification calculated by the obtained TAS and TOS
values, 44,5% of the mice in the very high oxidative stress class were in the LD50/8 group. As
a result of examining the genetic parameters, it was found that the applied SG doses increased
the abnormal cell (AC) and CA and there was a positive correlation between them (correlation
coefficient r=0,74; 0,76, respectively). The highest of AC percentages and CA/cell ratio were
detected in the LD50/16 group. A positive correlation was found between the mitotic index
(MI) value used to assess cell cycle activity and SG dose (r=0,74). As a result of the study
findings, it was concluded that SG increased the oxidative damage index, affected cell cycle
activity and increased CA and showed genotoxic effect.

Keywords: Balb/c mice, Genetic, Oxidative Damage Index, Paraoxonase, Stevia, TAS, TOS
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