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OZET

Amag: Plasentanin temel gorevlerinden biri de materno-fetal besin taginimini
saglamaktir. Embriyo gelisimi i¢in birincil enerji kaynagi glukoz olup plasentada
mevcut olan glukoz tasiyict (GLUT) proteinler aracilifiyla anneden fetiise
taginmaktadir. Stevia bitkisi uzun zamandir dogal tatlandirict ve tibbi amacl olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci; Stevioside’nin normal ve diyabetik
hayvanlarda, kan glukoz ve serum insiilin diizeyine etkisini belirlemektir. Ayrica,
Stevioside'nin, normal ve diyabetik si¢an plasentasinda glukoz tasiniminda rol alan
GLUTL, GLUT3 ve GLUT4 proteinlerine etkilerini belirlemektir.

Yontem: Erkek ve disi siganlar kafeste bir gece birakildiktan sonra disi deneklere
vajinal simir yapildi. Simirlerinde sperm gozlenen disi siganlarin gebeligin sifirinci
giiniinde oldugu kabul edildi. Kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet + stevioside
gruplar1 olusturuldu. Elisa yontemi ile kandaki insiilin miktar1 belirlendi. Plasentada
GLUT1, GLUT3 ve GLUT4 proteinlerinin ifadeleri immunohistokimya ile bu
proteinlerin miktarlari ise western blot yontemi ile tespit edildi.

Bulgular: GLUT1 proteini, gebeligin 15. giiniinde diger gruplar ile
karsilastirildiginda diyabet + stevioside grubunda istatistiksel olarak (p<0,05)
anlamli oranda azaldi. 20. giinlinde ise diyabet grubunda diger gruplara gore
(p<0,05) anlamli oranda artti. GLUT3 proteini gebeligin 15. giiniinde stevioside
grubunda artis gosterirken diger gruplar arasinda bir fark yoktu. 20. giinde ise
diyabet grubu, stevioside ve diyabet + stevioside grubuna gore artarken kontrol
grubu ile karsilagtirnldiginda bir fark yoktu. GLUT4 proteinin gebeligin 15. giintinde
diyabet grubunda kontrol ve stevioside gruplarina gore anlamli oranda artarken
diyabet + stevioside grubuna gore fark yoktu. 20. giinde GLUT4 proteini igin gruplar
arasinda bir fark mevcut degildi. Elisa bulgularina gore insiilin miktar1 gebeligin 15.
ve 20. giliniinde diger gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlaml oranda azaldig1 belirlendi (p<0,05, p<0,01, p<0,005).

Sonug¢: Sican plasentalarindaki GLUT proteinlerinin ekspresyonundaki degisimler
fetiisii korumaya yonelik bir mekanizma olabilir ve Stevioside'nin plasentaya etkisi
sinirli olabilir.

Anahtar Kelimeler: GLUTL1, GLUT3, GLUT4, Diyabet , Stevioside, Plasenta



ABSTRACT

Objective: One of important roles of the placenta is to provide maternal-fetal
nutrient transport. The primary source of energy for embryo development is glucose
and maternal-fetal glucose transport occurs through glucose transporters(GLUTS)
which are present in placenta. Stevia plant has been used as natural sweetener and
medicinal for a long time. The purpose of this study is to determine the effects of
stevioside on blood glucose and insulin levels in normal and diabetic animals.
Moreover, we aimed to determine the effects of stevioside on GLUT1, GLUT3 and
GLUT4 proteins which have important roles for glucose transport.

Method: After mating, the presence of the sperm in the vaginal smear the following
morning was designated as day 0 of pregnancy. Control, stevioside, diabetes and
diabetes + stevioside groups were formed. Amount of insiilin was determined by
Elisa method. Expressions of GLUT1, GLUT3 and GLUT4 proteins in the placenta
were evaluated by western blot and immunohistochemistry.

Results: GLUTL1 protein significantly decreased in the diabetes + stevioside group
compared to other groups on the 15th day of gestation according to the results of
western blotting and immunohistochemistry (p<0,05). On the 20th day of gestation,
GLUTL protein increased (P <0.05) significantly in diabetic group compared to other
groups. There was no difference between other groups while GLUT3 protein was
increasing in stevioside group on the 15th day of gestation. At 20 days, there was no
difference compared to control group while diabetic group was increasing compared
to stevioside and diabetes + stevioside. On the 15th day of gestation, GLUT4 protein
significantly increased in the diabetic group compared to the control and stevioside
groups, but not in the diabetes + stevioside group. There was no difference between
all groups for GLUT 4 protein at 20 days. According to the findings of Elisa, the
amount of insulin decreased in the statistically significant range in other groups
compared to control group on the 15th and 20th day of gestation, respectively
(p <0,05, p <0,01, p <0,005).

Conclusion: Changes in the expression of GLUT proteins in rat placenta may be a
compensatory mechanism for embryonic protection and the effect of stevioside on
placenta may be limited.

Key words: GLUT1, GLUT3, GLUT4, Diabetes , Stevioside, Placenta
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Plasenta gebelik boyunca ¢ok 6nemli fonksiyonlar gerceklestiren multifonksiyonel
bir organdir. Metabolit ve gaz degisimleri, fetal atiklarin uzaklastirilmasi, gebelik
stiresince maternal fizyolojiyi degistiren hormonlarin salgilanmasi ve maternal
Immiin sisteme kars1 bariyer olusturma gibi plasentanin bir ¢ok goérevi vardir (Cross

ve ark., 2003).

Sicanlarda olgun plasenta yapist 3 kistmdan olusur. Bunlar; labirint zon, baglanti
zonu ve desidua. Labirint zon si¢an plasentasinin fetal kismidir ve fetiis ile direkt
olarak temas halindedir. Labirint zon, labirint trofoblast dev hiicrelere ve sinsisyal
trofoblast hiicrelerine farklilasan kok hiicrelerden olusur (Ain ve ark., 2003).
Baglanti zonu 3 farkli hiicre tipinden olusur. Bunlar; spongiotrofoblast hiicreleri,
glikojenik  hiicreler ve dev  hiicreler. Baglanti zonunun ana bileseni
spongiotrofoblastlardir. Sigan plasentalarinda spongiotrofoblast hiicreleri ve dev
hiicreleri sigan plasentasinin 6nemli endokrin hiicreleridir. Desidua ¢ok cesitli
hormonlar, sitokinler, biiyiime faktorleri ve immiinomodiilatér molekiilleri iiretir

(Jones ve ark., 2006; Jones ve ark., 2006).

Diyabet kanda yiiksek glukoz seviyesi ile ifade edilen metabolik bir hastaliktir ve 3
tipi mevcuttur. Bunlar; Tip 1 diyabet, Tip 2 diyabet ve gestasyonel diyabet. Tip 1
diyabet pankreasta B hiicrelerinin zarar gérmesi ve buna bagl olarak yeterli insiilin
tiretilememesi sonucu gelisir. Tip 2 diyabet temel olarak insiilin direnci ile iliskili
olan diyabettir. Bu diyabet tiirii esasen insiilin sinyal yolaginin herhangi bir
asamasinda meydana gelen hasardan dolay: ortaya ¢ikar. Gestasyonel diyabet gebelik

sirasinda ortaya ¢ikan glukoz intoleransi olarak tanimlanir.

Gebelik esnasinda diyabet: hem annenin hem de fetiisiin metabolizmasini etkiledigi
icin bu déonem dikkat edilmesi gereken onemli bir metabolik hastaliktir. Diyabetli
bireylerin ¢ocuklarinda diyabet oran1 daha yiiksek goriiliir. Diyabetik gebelikler fetal
makrozomi, konjenital malformasyonlar ve prematiir dogumlar ile karakterizedir

(Scobie, 2007).



Streptozotosin (STZ) pankreasta insiilin lireten B hiicrelerine toksik etkisi olan genis
sprektrumlu bir antibiyotiktir. Streptozotosin 3 hiicrelerine spesifik degildir, pek cok
organa da (ornegin karaciger ve bobrek) zarar verir (McNeill, 1999; Szkudelski,
2001; Lenzen, 2008; Imaeda ve ark., 2002). STZ GLUT2 araciligiyla hiicreye girer,
once DNA alkillenmesine sonrada [ hiicre oOliimiine neden olur (Wang ve
Gleichmann, 1998; Leiter, 1985; ). STZ ile diyabet olusturulan siganlarin plasenta
agirliklar1  gebeligin 20. giinlinde 6nemli derecede daha yiiksektir. Aksine fetiis
agirliklar1 diyabette daha disiiktiir ( Gewolb ve ark., 1986; Greene ve ark., 1999;
Vambergue ve Fajardy, 2011).

Glukoz hem plasenta hem de fetiis i¢in 6nemli bir enerji kaynagidir. Glukozun fetiise
taginmast plasentada bulunan glukoz tasiyici proteinler aracilifiyla saglanir. En
onemlileri GLUT1, GLUT3 ve GLUT4'tiir. GLUT1 maternal dolasimdan plasentaya
glukoz taginimindan sorumludur. Aksine, GLUT3 glukozun plasentadan fetal
dolasima transferinden sorumludur (Gutiérrez-Torres ve ark., 2015). GLUT4 ise
plasentanin metabolik gereksinimlerinin karsilanmasindan sorumludur ( llIsley,

2000; Lager ve Powell, 2012).

Stevia Rebaudiana Giiney Amerika subtropik boélgelerinde yetisen bir bitkidir. Bu
bitki ve bilesenleri (0zellikle stevioside) uzun yillardir tatlandici ve tibbi amach
olarak kullanilmistir. Stevia Rebaudiana ve bilesenleri (stevioside) ile ilgili pek ¢ok
tibbi calisma yapilmistir ve 06zellikle diyabet konusunda yapilan calismalarda
lyilestirici etkisinin oldugu gosterilmistir (Curi ve ark., 1986; Gregersen ve ark.,
2004). Stevia Rebaudiana'nin bilesenleri (stevioside ve steviol) ile ilgili yapilan
calismada pankreas B hiicrelerinde insiilin sekresyonunu direkt olarak artirmistir
(Jeppesen ve ark., 2000). Hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda stevioside, GLUT1
ve GLUT4 glukoz tasiyicilarinda artisa neden olmustur. Ayrica Stevia Rebaudiana,
diyabetli hastalarin kan glukozunun diismesine neden olmustur (Curi ve ark., 1986;

Gregersen ve ark., 2004).

Bu caligmadaki amacimiz, Steviosidenin normal ve STZ ile diyabet olusturulmus
hayvanlarin kan glukoz ve insiilin diizeyine etkisini belirlemek ve plasentada glukoz
tasiniminda rol alan GLUTI1, GLUT3 ve GLUT4 glukoz tasiyici proteinlerin
lokalizasyonlar1 ve protein miktarlar1 {izerine etkilerini belirlemektedir. Bdylece

Stevioside'nin normal ve diyabetik plasental ve fetal gelisime etkisini belirlemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Plasenta

Plasenta, fetiisiin normal gelisimi ve biiylimesini destekleyen 6zellesmis gegici bir
organdir. Plasenta maternal besin ve oksijenlerin fetiise, fetiiste biriken atik
tirtinlerinin de maternal dolagima ulagmasindan sorumludur. Ayrica, plasenta gebelik
boyunca maternal fizyolojiyi diizenleyen hormonlar {iretir ve maternal immiin
sisteme kars1 bariyer olusturur (Cross ve ark., 2003).

2.2. Plasenta Cesitleri

Farkli hayvan tiirlerinde plasental morfolojiler farkliliklar gosterir. Plasenta farkli

hayvan tiirlerine gore 3 sekilde siniflandirilir;

1) Plasentanin sekli ve fetal membranlar ve endometriyum arasindaki
baglanti alanlarinin dagilimina goére

2) Maternal ve fetal vaskiiler sistem arasindaki tabaka sayisina gore

3) Materno-fetal girinti ¢ikintilara (interdigitasyon) gore (Ramsey, 1982;
Wooding ve Burton, 2008; Burton ve ark., 2006; Leiser ve Kaufmann,
1994; Telugu ve Green, 2007; Slikker ve Miller, 1994)

Plasentanin sekli ve fetal membranlar ve endometriyum arasindaki baglanti

alanlarimin dagilimina goére de plasenta tipleri 4 ¢esittir. Bunlar;

a-) Diffiiz Plasenta: Bu tip plasentada katlantilar villuslarin ilerlemesiyle uterus
luminal epitelin tiim yiizeyini kaplar. Domuz ve atlarda goriiliir.

b-) Kotiledon Plasenta: Bu plasenta tiiriinde fetal kisim kotiledon, maternal kisim ise
karunkula olarak adlandirilir. Ruminantlarda goriiliir.

c-) Kusak Plasenta: Karnivorlara 6zgii olan bu plasentada; koryonik villus, koryonun
merkezini ¢evreleyip genis bir serit olusturmak i¢in kiimelesir.

d-) Diskoidal Plasenta: Villus yapilar1 koryon kesesinin belirli yerlerinde disk

seklinde yapilar meydana getirir. Sican ve tavsanlarda goriiliir.
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Sekil 2.1.a-d Plasentanin sekli ve fetal membranlar ve endometriyum arasindaki baglanti alanlarinin
dagilimina gore tipleri a: diffiiz plasenta b: kotiledon plasenta c: kusak plasenta d: diskoidal plasenta
(Furukawa ve ark., 2014)

Plasenta maternal ve fetal vaskiiler sistem arasindaki tabaka sayisina gore de 3 farkli
tipe ayrilir. Bunlar;

1-

2-

Epitelikoryal Plasenta: Bu tip plasentada trofoblastlarin uterusa invazyonu
goriilmemektedir. inek, domuz gibi hayvanlarda gériiliir.

Endotelikoryal Plasenta: Maternal uterus epiteli ve bag doku
implantasyondan sonra kaybolur ve maternal endotel hiicreleri ile fetal
endotel hiicreleri birbirinden trofoblast hiicreleri ile ayrilir.

Hemokoryal Plasenta: Bu tip plasenta en invaziv olanidir. Koryon ve
maternal kan arasinda direkt olarak temas vardir. Primatlarda
hemomonokoryal, tavsanlarda hemodikoryal ve sigan ve farelerde

hemotrikoryal plasenta goriilmektedir.



d Epitelikoryal Plasenta
A \

{d559)

7,

goodaog

[oo 30006

0
O
LN
&

Inek, domuz ve at

b Endotelikoryal Plasenta
/Q\
(f
(39

2

kopek ve kedi

C Hemokoryal Plasenta

2
(/a0
&Y

Q000000

Insan ve rodent

Sekil 2.2.a-c Maternal ve fetal vaskiiler sistem arasindaki tabaka sayisina goére plasenta tipleri a:
Epitelikoryal plasenta b: Endotelikoryal plasenta c: Hemokoryal plasenta. Sari hiicreler (koryon) ve
mavi hiicreler (uterin epiteli) kirmizi hiicreler (vaskiiler endotel) (PrabhuDas ve ark., 2015)

Materno-fetal interdijitasyonlara gérede plasenta 5 tipe ayrilir. Bunlar;
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Sekil 2.3.a-e Maternal ve fetal dokular arasindaki interdigitasyon tipleri a: Katlantili tip b: lamellar
tip c: trabekiiler tip d: villoz tip e: labirint tip (Kurt Benirschke ve Rebecca, 2006)

2.3. Sican Plasentasi
Siganlar ¢ift boynuzlu uterusa sahiptir. Yetigkin bir siganin agirlig: 200 ile 400 gram
arasinda degisir. Laboratuvarda yaygin olarak kullanilan sican tiirii wistar sicandir.

Gebelik siiresi 21 glindiir.

2.3.1. Sican Plasentasinin Gelisimi

Oviduktta fertilizasyon gergeklesir. Fertilizasyondan sonra zigot bir dizi simetrik
hiicre boliinmeleri gegirir ve ¢ok sayida blastomer morula adi verilen yapiyr
olusturur. Ik farklilasma blastosistin olusumunda 3.5 (E 3.5) giin sonra gergeklesir.
Blastosist trofoektoderm ve i¢ hiicre kitlesine farklilasir. Blastosistin dis tabakasini
trofoektoderm (TE) olustururken, i¢ hiicre kitlesi (IHK) de trofoektoderm tabakasi
tarafindan sarilir. IHK ’nin komsulugunda yer alan trofoblastlar polar trofoektodermi
olusturur. IHK karsi kutbunda olan trofoblastlar ise mural trofoektodermi

olusturmaktadir.



Implantasyon zamani (gebeligin 4-5. giinii), mural trofoektoderm hiicreleri
boliinmeyi durdurur, ancak trofoblast dev hiicrelerini olusturmak i¢in niikleusunda
endoreduplikasyon gergeklesir (Watson ve Cross, 2005). Primer trofoblast dev
hiicreleri uterusa invaze olan hiicrelerdir (Cross ve ark., 1994). Bu hiicreler olgun
plasenta yapisina katilmazlar. Trofoblast dev hiicreleri insanda ekstravilloz
sitotrofoblast hiicrelerine karsilik gelmektedir. Mural trofoektoderm hiicrelerinin
aksine polar trofoektoderm hiicreleri i¢ hiicre kitlesinden gelen mitojenik sinyallere
cevaben prolifere olmaya devam eder ve diploid ekstra-embriyonik ektoderm (EEE)
ve ektoplasental konu (EK) olustururlar (Rossant ve Cross, 2001) (Sekil 2.3.1.1.).

Ektoplasental koni sekonder dev hiicreleri ve daha sonra spongiotrofoblasti olusturur.

Postimplantasyon embriyosunda, pek ¢ok dev hiicre ektoplasental konu gevreler.
Plasentanin vaskiiler bolimii, E8. giin embriyodaki ekstra embriyonik mezoderm

(allantois)'den olusur (Cross ve ark., 2003).

Gelisim devam ettikge, ekstra-embriyonik ektoderm geliserek koryon epitelini
olusturur. Embriyonun arka ucunda bulunan mezodermden ise allantois gelisir. E8,5.
giinde allantois koryon ile temas kurar. Bu olaydan hemen sonra (E9. giin) koryonda
katlantilar meydana gelir ve bu katlantilar allantoisten gelisen feto-plasental kan
damarlariin olustugu yeri belirler (Cross ve ark., 2006). Ayn1 zamanda koryonik

trofoblast hiicreleri labirint hiicre tiplerine farklilagsmaya bagslar.

Koryonik trofoblast hiicreleri labirint bolgede 2 hiicreye farklilagir. Birinci hiicre
multiniikleer sinsisyotrofoblast hiicrelerdir ve fetal kapillerlerin endotelini ¢evreler.
Diger bir hiicre tipi olan; mononiikleer trofoblast hiicreleri maternal kan siniislerini
sinirlandirir. Fetal damarlar ve trofoblastlar birlikte labirint bolgesinde genis ve
dallanmis villus yapilarini olustururlar. Doguma kadar daha biiylik ve genis villiis
dallanmalar1 meydana gelir (Adamson ve ark., 2002). Materno-fetal kan akimi, besin
transportunu maksimuma c¢ikarmak i¢in labirint bolgede zit akim seklinde galisir
(Adamson ve ark., 2002).
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Sekil 2.4. Sigan Plasentasi Gelisimi (Rossant ve Cross, 2001)

2.3.2. Siganlarda Olgun Plasenta Yapisi
Sicanlar hemotrikoryal ve diskoidal tip plasentaya sahiptir (Furukawa ve ark., 2011;
Carter, 2007) (Sekil 2.5.a). Siganlarda, plasenta histolojik olarak 3 kisimdan olusur
(Croy ve ark., 2013) (Sekil 2.5.b). Bunlar;

1-) Labirint Zon
2-) Bazal Zon

3-) Desidua



p SESEG
Sekil 2.5. Sigan Plasentasi. Hemotrikoryal tip plasenta. a) Gebeligin 15.giiniline ait maternal ve fetal
plasentanin makroskobik goriintiisii. b) Diislik biiyiitmede si¢an plasentasinin mikroskobik goriintiisii.
HE boyanma, bar=2mm. YS: yolk kesesi, LZ: labirint zon BZ: Baglant1 zon, De: desidua, MG:
metriyel bez (Furukawa ve ark., 2014)

1-) Labirint Zon

Plasentanin labirint tabakasi ekstra embriyonik ektodermden gelisir. E8,5. giin
allantoik mezoderm ile koryonun bazal yilizeyine tutunmasi ile de fonksiyonel halini
alir. Labirint tabaka gelisimi boyunca spongiotrofoblast tabakas: tarafindan
desteklenir. Labirint zon sican plasentasinin fetal kismidir ve maternal siniisler ve
fetal kan damarlarini icerir. Maternal kan ile temasta olan trofoblast hiicreleri,
sitotrofoblast olarak adlandirilir. Sitotrofoblast biiyilk yuvarlak niikleusu ve
niikleolusuyla kolayca ayirt edilir. Sitotrofoblastlar yiizeyinde ¢ok sayida mikrovillus
ve pinositotik vezikiil igerirler. Bu trofoblast tabakanin altinda, ¢ift tabaka
sinsisyotrofoblast tabakasi (sinsisyotrofoblast | ve sinsisyotrofoblast Il) vardir. Gap
junctionlar bu ¢ift tabaka arasinda bulunur. Bazal laminalar sinsisyotrofoblast Il ve

fetal kapiller endoteli arasinda yerlesiktir (Furukawa ve ark., 2011).



Maternal Kan Hiicreleri Maternal Kan Sinus
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Sekil 2.6. Sican Matur Plasenta. Soldaki sekil: Sican Plasentasini olugturan tabakalar1 gdstermektedir.
Sagdaki sekil: Labirint tabakasimin biiyiitiilmiis sekli. Sicandaki kan-plasenta bariyerini olusturan
hiicresel elemanlar1 gostermektedir (Kaneko Ishino ve Ishino, 2012).

2-) Baglant1 Zonu

Baglanti zonu, ektoplasental kondan gelisir. 3 farklilagmis hiicreden olusur: 1)
Spongiotrofoblast hiicreleri, 2) Trofoblastik dev hiicreler, 3) Glikojenik hiicreler.
Spongiotrofoblast hiicreleri trofoblastik dev hiicre tabakasmnin hemen altinda
yerlesiktir ve bazal zonun ana yapisini olusturur. Trofoblastik dev hiicreler maternal-
plasental yiizeyde yerlesiktir ve plasentanin énemli endokrin hiicrelerinden biridir.
Bunlar prolaktin ailesine ait hormonlar/sitokinler sentezler ve salgilar (Ain ve ark.,
2003; Soares ve ark., 2007; Soares ve ark., 1996). Glikojenik hiicreler gebeligin orta
zamanlarinda gecici olarak bazal bolgede goriiliir. Bunlar kiiclik hiicre kitleleri ve
glikojen hiicre adaciklarini olustururlar. Bu hiicrelerin fonksiyonlar1 tam olarak
bilinmemektedir, ancak glikojen metabolizmas: ile ilgili olabilirler. Baglantt zonu
fetal damar icermez sadece maternal kan damarlari bulunur (Furukawa ve ark.,

2011).

3-) Desidua

Desidual hiicreler, uterinal stromal hiicrelerin farklilasmasiyla olusur ve desidual
hiicreler bulunduklar1 yerlere gore farkli fonksiyon gosterirler (De ve ark., 1991;
Croy ve ark., 2003). Desidua mezometriyal desidual hiicrelerden olusur ve desidual-
plasental yilizey damarlanmasinin gelisiminde 6nemli rol oynar (Furukawa ve ark.,

2014). Desidua ¢ok ¢esitli hormonlar, sitokinler, biiylime faktorleri ve
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immiinomodiilatér molekiilleri iiretir (Jones ve ark., 2006; Jones ve ark., 2006).
Desidua baglant1 zonu ile birlikte maternal plasentayi olusturur.

2.3.3. Sicanlarda Plasental Dolasim

Gebeligin basaris1 i¢in uteroplasental ve fetoplasental dolasimlarin koordineli
gelisimi 6nemlidir. Uteroplasental dolasim oksijen ve besin yoniinden zengin
maternal kanin labirint bolgeye ulagtirilmasini saglar. Fetoplasental dolasim ise,
labirintteki besin ve oksijenleri umblikal ven araciligiyla biiyiiyen embriyoya
ulastirir. Koryo-allantoik plasenta olusmadan Once materno-fetal degisim yolk

kesesinde saglanir.

Maternal kan 5-10 spiral arterlere dallanan, radial arterler araciligiyla uterusa girer.
Spiral arterler, metriyel bezde genisler ve asagiya dogru gittikce diiz kas ve elastin
yapilarin1 kaybeder. Spiral arterler desidua bazalisi gegtikten sonra pek ¢ok kiiciik,
merkezi yerlesimli arteriyel kanallar olusturmak tizere birlesirler. Kan plasentanin
fetal yliziine gecen diiz kanallar araciligtyla tasinir. Maternal kan arteriyel kanallar
gectikten sonra, labirint zondaki trofoblast ile sinirlandirilmis maternal siniizoid
alanlarin icine girerler. Maternal siniizoidler biiyiik venoz siniislere yonlendiren daha
biiylik kanallara kaynasirlar. Maternal kan vendz siniisler araciligiyla labirint zona
gecer. Venoz siniisler metriyel bezin dis bolgesinden gecer ve miyometriyumdaki

radial venlere girerler.
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Sekil 2.7. Siganlarda Plasental Dolasim (Furukawa ve ark., 2011)

Fetiisten gelen oksijence fakir kan arteriyollerde tasinir. Oksijence zengin maternal
kan ise dogrudan labirintin fetal kismina merkezi kanallar araciligiyla iletilir. Bu
sekilde, kapillerlerden c¢ikan fetal vendz kan trofoblast ile simirlandirilmis
sinlizoidlere giren maternal arteriyel kan ile dengelenir. Dolayisiyla, bu sistem fetuse

umblikal ven6z oksijenin maksimum seviyede ulagsmasini saglar.

2.4. Diabetes Mellitus
Diabetes Mellitus, hiperglisemi ile karakterize olan metabolik hastaliklarin bir

grubudur. Bu hastalik insiilin salgilanmasi, insii

lin etkinliginin ya da her ikisinin hasarindan kaynaklanir. Kronik hiperglisemili
diyabetlerde uzun vadede hasar, disfonksiyon ve ¢esitli organlarda, 6zellikle gozler,
bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlarindaki yetmezlikler ile iliskilidir. Diyabetin
gelismesinde, pankreas [ hiicrelerinin otoimmiin yikimindan, insulin etkinliginde

direng olmasina neden olan anormalliklere kadar pek ¢ok siire¢ etkilidir.

2.5. Tip | Diyabet
Tip I diyabet tiim diyabetik vakalarin yaklasik %5-10’nu olusturur. Tip I diyabet,
instilin - bagimli diyabet olarak adlandirilir. Pankreasin yeterince insiilini

tiretememesinden kaynaklanir. Tip I diyabet de iki’ye ayrilir. Tip IA, B hiicrelerine
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hiicre bagimli otoimmiin saldiridan kaynaklanir. Tip IB, nedeni belli olmayan yani
idiyopatik olarak ifade edilir. Genellikle tip I diyabet basligi immiin aracili tip IA
i¢in kullanilir. Tip I diyabetin ortaya ¢ikmasinda genetik ve cevresel faktorler etkili

olmaktadir.

2.5.1. Genetik Faktorler
Tip I diyabetin gelisiminde genetik yatkinlik 6nemlidir. Tip | diyabetli bireylerin
cocuklarinda diyabet orani daha yiiksektir (yaklasik %6) (Field, 2002).

Insanlarda MHC HLA kompleksi olarak bilinir ve 200 iizerinde gen icerir (Klein ve
Sato, 2000). HLA kompleksi 6. kromozomun kisa kolu tizerinde yerlesiktir ve HLA
Smif I ve Siif II molekiillerini kodlar. HLA molekiilleri islenmis antijenleri immiin
sistem hiicrelerine sunar. Ayrica, HLA kompleksi viicudun kendi proteinlerini
yabanci istilacilarin proteinlerinden ayrilmalarina yardim eder. HLA sinif I molekiilii
pek cok hiicrede bulunmasina karsin, HLA sinif II molekiilii yalniz antijen sunan

hiicrelerde bulunur.

1970’lerin baslarinda yapilan arastirmalarda tip I diyabet’in HLA smif I molekiilii
ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Redondo ve ark., 2001). Kapsamli yapilan
caligmalar sonucunda tip I diyabet’in HLA smif II DR3 ve DR4 ile daha yakin
iligkisinin oldugu belirlenmistir (Solow ve ark., 1979). DR3, DR4 veya her iki

genotipi igerenlerin diyabete yakalanma riski 6nemli dl¢lide artmaktadir.

Tip 1 diyabet ile iliskili olan HLA genlerindeki varyasyonlarin disinda insulin geni
ve immiin cevapta diizenleyici role sahip olan CTLA4 geni de énemlidir. insulin geni
Smif I, Siif 1T ve Sinif [II’den olusur. Smif I allelleri tip I diyabete yatkinlikla
iligkilidir. CTLA4 aktive olmus T hiicrelerin yiizeyinde bulunan bir yiizey
molekiiliidiir. CTLA4 T hiicre aktivasyonu i¢in negatif bir sinyal tretir. CTLA4 gen
ekspresyonundaki kalitsal degisiklikler T hiicrelerinin kendinden reaktifligini artirir

ve boylece otoimmiin hastaliklarda 6nemli rol oynar (Ueda ve ark., 2003).

2.5.2. Cevresel Faktorler

Genetik yatkinlig1 olan bireylerde g¢evresel faktorler B hiicrelerinin harabiyetini ve
diyabetin ortaya ¢ikmasini baslatir ve siireci tetikler. Monozigot ikizlerde yapilan
caligmalar, tip I diyabet etiyolojisinde genetik faktorler kadar ¢evresel faktorlerin de

onemli oldugu gosterilmistir. Tip I diyabet riskini artiran ¢evresel faktorlerin basinda
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virtisler gelmektedir. Virlisler B hiicresine dogrudan saldirarak ya da B hiicresine
otoimmiin saldiriyr aktive ederek yok eder. Otoimmiin tetikleyici rolii oynayan

rubella, kabakulak, koksaki viriis B4 tiir (Ersoy ve imamoglu, 2009).

Kimyasal ajanlar ve ilaglar B hiicrelerini yok ederek tip I diyabetin gelismesini
kolaylastirirlar. Bunlara streptozotosin ve alloksan 6rnek gosterilebilir (Yoon ve ark.,
1987). Anne siitiinden erken kesilen ve inek siitiiyle beslenen bebeklerin diyabete
yakalanma riski artmustir. Inek siitiinde bulunan B laktaglobulin T hiicrelerinin
olusumunu kontrol eden glikodelin proteinine benzerdir. Bebegin bagisiklik sistemi
bu proteine saldirir. Bunun sonucunda T hiicrelerin sayisinin asir1 artmasina neden
olur. Bu T hiicreleri de pankreas adacigindaki insulin iireten 3 hiicrelerine saldirarak

tip I diyabetin baslangicini tetikler.

2.6. Tip 11 Diyabet

Tip 1l diyabet tiim diyabetik vakalarin yaklasik %80-90nin1 olusturur. Tip II diyabet,
insulin bagimsiz diyabet olarak adlandirilir. Tip II diyabetli hastalarin %80’den
fazlas1 obezdir. Tip II diyabet genellikle 40 yasin ilizerinde olan kisilerde ortaya
cikar. Tip II diyabet, uzun siireli insiilin direnci tlizerine eklenen beta hiicre
yetmezligi sonucunda olusur. Tip II diyabette hiperglisemi 2 sekilde meydana gelir.
Birincisi, karaciger ve kas dokusunda olusan insiilin direnci, ikincisi pankreas [
hiicrelerinde insiilin iiretiminin gittikge azalmasidir. Insiilin direnci, genetik etkilerle
birlikte, cevresel etmenlerin etkisi ile gelisir. Cevresel etmenlerin en Onemlileri

obezite ve fiziksel aktivite eksikligidir.

Insiilin, etkilerini hedef hiicre membranindaki insiilin reseptdrleri {izerinden gosterir.
Insiilin reseptorleri, ikisi ekstraseliiler alfa altiinitesi ve ikisi transmembran beta
altiinitesi olmak iizere heterotetramerik yapida bulunur (Bakmer, 2007). Insiilin, alfa
altiiniteye baglandiginda, reseptoriin beta altiinitesindeki intrinsik tirozin Kkinaz
aktivitesini uyarir (Rosen ve ark., 1983; Yu ve Czech, 1984; Ellis ve ark., 1987).
Tirozin kinaz aktivitesi ile beta altiinitede yer alan tirozin rezidilerinin
otofosforilasyonu gergeklesir. Bu durum insiilin reseptor aktivasyonunun ilk
basamagidir (Luo ve ark., 1999; Ottensmeyer ve ark., 2000). Insiilin reseptdriiniin
aktivasyonu, reseptorle iliskide bulunan ve insiilin reseptor substrati-1 (IRS-1)
denilen bir seri proteinin serin-treonin grubunda fosforilasyona sebep olur (Bakiner,

2007). Glukoz transportundan sorumlu olan yolakta aktive olmus IRS-1 proteinleri,
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intraseliiler bir enzim olan fosfotidil inozitol 3 kinaz (PI3K) ile temasa gegerek
aktivasyonu saglar. Aktive PI3K, fosfotidil inozitol (PI) substratlarini fosforile
ederek; PIP2 ve PIP3 olusumunu saglar (Shepherd ve ark., 1998). Bu molekiiller
fosfotidil inozitol bagiml kinaz (PDK) enzimine baglanarak bu enzimi aktive eder
ki, PDK protein kinaz B olarak da bilinen AKT fosforilasyonunu saglar. Aktive
olmus Akt, sitozolde bulunan GLUT-4 adli glukoz transport proteininin plazma
membranina dogru yer degistirmesini saglar. Bu sekilde plazma membranina dogru
yer degistiren GLUT-4, glukozun hiicre i¢ine girisine olanak saglar (Ueki ve ark.,
1998; Okada ve ark., 1994; Clarke ve ark., 1994; Kanai ve ark., 1993; Cheatham ve
ark., 1994; Katagiri ve ark., 1996; Martin ve ark., 1996; Kohn ve ark., 1996; Calera
ve ark., 1998; Sakaue ve ark., 1998; Sharma ve ark., 1998; Hajduch ve ark., 2001;
Cho ve ark., 2001).
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Sekil 2.8. Insiilin Sinyal Yolag: (Goyal ve ark., 2010)
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2.7. Gebelik Diyabeti (Gestasyonel Diabetes Mellitus)

Gestasyonel diyabet (GDM), ilk kez gebelikte tanimlanan glukoz intoleransidir.
GDM cesitli derecelerde hiperglisemiye ve gebelikle iliskili risklere neden olur.
Hiperglisemi hem annede hem de bebekte ¢esitli komplikasyonlara neden olur.
Annede hipertansiyon, preeklampsi ve gebelik sonrasi diyabet olusumuna neden

olurken, bebekte makrozomi, konjenital malformasyonlara neden olmaktadir.

Normal gebelik sirasinda ilerleyici bir insiilin direnci, gebeligin ortasindan itibaren

gelisir ve liclincii trimesterde ilerler. Plasentadan salinan hormonlar ve adipokinler,
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timor nekroz faktorii o (TNF-a), insan plasental laktojen ve insan plasental biiylime
hormonu dahil olmak iizere gebelikte insulin direncinin olasi nedenleridir. Ayrica,
gebelik boyunca artan Ostrojen, progesteron ve kortizol glukoz-insiilin dengesinin
bozulmasina neden olur (Jovanovic-Peterson ve Peterson, 1996). Gebelik boyunca
periferal insulin direncini ortadan kaldirmak igin, pankreastan insiilin sekresyonu
artar. Pankreas, insulin direncinin metabolik stresi ile bas edebilmek ig¢in yeterli

insiilin salgilanamadiginda GDM ortaya ¢ikar.

2.8. Glukoz Tasiyicilan

Glukoz memeliler i¢in O6nemli bir enerji kaynagidir. Glukoz besinlerden veya
organlarda 6rnegin karacigerde diger substratlardan sentez ile elde edilmektedir.
Besinlerden elde edilen glukoz ince bagirsagin limeninden emilir. Hem besinlerden
elde edilen hem de viicut i¢inde sentez yoluyla elde edilen glukoz hedef hiicrelere
dolagim yolu ile ulastirilir. Bu siiregler plazma membranlart boyunca glukoz
transportunu igerir. Glukoz transportu integral tasiyici proteinleri araciligiyla
gerceklesir. Bu tasiyicilar yapisal ve fonksiyonel olarak birbirinden farkli 2 gruptan

olusur. Bunlar;

a) Sodyum Bagimli Glukoz Tasiyicilari (SGLT)
b) Kolaylastirici Glukoz Tastyicilart (GLUT)

2.8.1. Sodyum Bagimh Glukoz Tasiyicilar: (SGLT)

SGLT’lar1 sekonder aktif tastyict bir mekanizmayla glukozu tasir. Na + -K + ATPaz
pompasi tarafindan saglanan konsantrasyon gradienti ile glikozun hiicre igine girisi
saglanir. Hiicre homeostazisinin saglanmasi i¢in sodyumun hiicre disina atilmasi
potasyumun igeri almmmasi gerekmektedir. Bu siire¢ 1 ATP harcanmasiyla
gerceklestirilir. Hiicre disinda sodyum konsantrasyonun yiiksek iken hiicre i¢inde
konsantrasyonu diisiiktiir. Bu konsantrasyon farki sonucunda sodyum ve glikoz ayni
anda hiicre i¢ine glukoz tasiyici proteinler tarafindan alinir. Hiicre iginde biriken

sodyum iyonlar1 kan yoluyla hiicre i¢erisinden uzaklastirilir.
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Hicre disi sivi

SGLT

Na*-K*

%a’o R Q

Sitoplazma o 0 ‘ ‘.

Glukoz

Sekil 2.9. Hiicre membraninda Sodyum Bagimlh Glukoz Tagtyicist
(www.studyblue.com/notes/note/n/nutrition-review/deck/3510384)

2.8.2. Kolaylastirllmis Glukoz Tasiyicilar1 (GLUT)

GLUT iyeleri, memeli hiicrelerinde dagilim gosteren integral membran
proteinleridir. Bunlar metabolizma igin gerekli glukozun ekstraseliiler ve intraseliiler
kompartmanlar arasinda hareketini diizenlerler (Medina ve Owen, 2002). Bugiine
kadar, insanlarda 14 farkli GLUT iiyesi oldugu bildirilmistir (Medina ve Owen,
2002; Augustin, 2010). GLUT ailesi proteinleri, sekans benzerligi ve karakteristik
elementlerine gore ¢ alt sinifa ayrilmistir (Sekil 2.8.2.1.); GLUT 1-4 ve 14" igeren,
simf I; GLUT 5,7,9,11'1 iceren, sif II; ve GLUT 6,8,10,12 ve 13 'ii i¢eren, sinif
[I’tiir (Joost ve Thoren, 2001; Joost ve ark., 2002).
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7 GLUT3 GLUT14 ™

/6Lt
GLUT6 ™,
GLUTS |
GLUT11-a
GLUT9-1
N GLUT10 / SINIF-3
SINIF-2
N GLUT12
B GLUT13
Sekil 2.10. Insan GLUT protein ailesinin arasindaki iliskiyi gostereen filogenetik agac

(Augustin, 2010)

GLUT-1; eritrositler, beyin, bobrek, kolon ve plasentada bulunur. Beyin’e glukoz
tasnmasin1  saglar. Insiilinden bagimsiz calisan glukoz tasiyicisidir. GLUT-2;
karaciger, pankreatik B-hiicreleri, ince bagirsaklarda bulunur (Thorens, 1982).
Yiiksek kapasiteli, diistik affinitelidir. GLUT-3; noronlar, plasenta ve testiste bulunur
(Simpson ve ark., 2008). GLUT-4; adipoz doku, iskelet kaslar1 ve kalpte bulunur.
Insiilinle diizenlenen glukoz almimini saglar (Benomar ve ark., 2006). GLUT-5; ince
bagirsaklar, testis, sperm, bobrek, iskelet kaslari, adipoz dokuda ve diisiik diizeyde
beyinde bulunur. Fruktoz ve glukoz transportundan sorumludur (Douard ve Ferraris,
2008). GLUT-6; dalak, l6kositler ve beyinde bulunur. GLUT-7; karacigerde bulunur
(Waddell ve ark., 1992). GLUT-8; testis ve beyinde bulunur (Ibberson ve ark., 2002).
GLUT-9; karaciger ve bobrekte bulunur. GLUT-10; karaciger ve bobrekte bulunur.
GLUT-11; kalp ve kasta bulunur. GLUT-12; iskelet kasinda, yag dokuda ve ince
bagirsakta mevcuttur (Rogers ve ark., 2002). GLUT 13 beyinde bulunur. GLUT
14°de testiste mevcuttur (Wu ve Freeze, 2002). Tablo 2.8.2.1." de tim GLUT

proteinlerinin organlardaki dagilimi ve glukoza olan affiniteleri gosterilmistir.
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GLUT tipi Lokalize olduklar1 hiicre ve | Glukoza Affinite
organlar
GLUT1 ERITROSITLER VE BEYIN YUKSEK AFFINITE
GLUT2 KARACIGER, PANKREAS VE | DUSUK AFFINITE
iINCE BAGIRSAK
GLUT3 BOBREK, TESTIS VE | YUKSEK AFFINITE
PANKREAS
GLUT4 ADIPOZ DOKU, ISKELET KASI | DEGISKEN AFFINITE
VE KALP KASI
GLUTS TESTIS VE BOBREK -
GLUT6 BEYIN, DALAK VE LOKOSIT | DUSUK AFFINITE
GLUT7 KARACIGER, TESTIS VE | GLUKOZ VE FRUKTOZ iCIN
PROSTAT YUKSEK AFFINITE
GLUTS8 TESTIS VE BEYIN GLUKOZ, FRUKTOZ VE
GALAKTOZ ICIN  YUKSEK
AFFINITE
GLUT9 KARACIGER VE BOBREK -
GLUT10 KARACIGER VE BOBREK -
GLUT11 KALP VE KASTA GLUKOZ  ICIN  DUSUK
AFFINITE  FRUKTOZ iCIN
YUKSEK AFFINITE
GLUT12 KALP VE PROSTAT -
GLUT13 BEYIN -
GLUT14 TESTIS -

Tablo 2.1. Glukoz Tastyici Proteinlerin Dagilimi ve Glukoza Affiniteleri (Rao ve ark., 2013)

2.9. Plasental Glukoz Tasiyicilari

Glukoz hem plasenta hem fetiis icin 6nemli bir enerji kaynagidir. Fetal glukoz
tiretimi diisiik miktardadir ve boylece fetlis tamamen maternal dolagimdan plasenta
araciligiyla gelen glukoza bagimlidir. Plasentada glukoz transportu kolaylastirilmis
glukoz tastyici proteinler tarafindan gerceklestirilir. Sican plasentasinda glukoz da

dahil bir¢ok maddenin materno-fetal degisimi labirint zonda gerceklesir.

Insan ve sigan plasentalarinda glukoz transportu esas olarak GLUT1 ve GLUT3
tarafindan gerceklesir. GLUT1 sigan plasentasinin hem baglantt hem de labirint
zonunda mevcuttur. GLUT1" in immunohistokimyasal ifadesi gebeligin ortasinda
baglanti1 zonunda en yiiksektir ve gebeligin sonuna dogru buradaki ekspresyonu
diiser (Desoye ve Shafrir, 1994; Zhou ve Bondy, 1993 ). Baglanti zonundaki GLUT]1
ekspresyonu transplasental glukoz tasinimindan ziyade hizli plasental biiylimenin

metabolik gereksinimlerininin karsilanmasi ile iliskilidir (Knip ve ark., 1998).

GLUTS3 sican plasentasinin sadece labirint zonunda eksprese edilir. GLUT3 agirlikhh
olarak labirint zonun i¢inde sinsisyal trofoblast tabakasinda maternal kan ile iligkili

kisminda sinsisyal trofoblast hiicrelerinin membraninda eksprese edilir. Diyabetik
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sicanlarin plasentalarinda gozlemlenen GLUT3 artisi maternal hiperglisemiden

kaynaklanir (Boileau ve ark., 1995).

GLUT4 insiiline bagimh olarak caligir. Plasenta insulin reseptorlerince zengindir.
Plasenta, glikoz taginmasi ve metabolizmasi agisindan, klasik bir insiilin hedefi
olarak diistinlilmemektedir. GLUT4 ekspresyonu hem insan hem den sigan
plasentalarinda mevcuttur. GLUT4 ekspresyonu sican plasentasinin baglanti ve

labirint zonunda benzerdir (Xing ve ark., 1998).

2.10. Stevia Rebaudiana

Stevia endemik bir bitki olup ve Asteraceaea familyasinin 950 cinsinin bir tiyesidir.
Stevia’nin 150’den fazla tiirii vardir. Fakat Stevia Rebaudiana tatlilik 6zelliginden
dolayi farklilik gosterir (Debnath, 2008). Anavatan1 Paraguay ve Brezilya’nin
subtropik bolgeleridir. Yerli halk tarafindan ylizyillardir seker kaynagi ve tedavi

edici olarak kullanilmaktadir.

Stevia, Steviol glukozitlerin varligindan dolay1 oldukga tatlidir. Bu steviol
glukozitler, steviol, stevioside, rebaudioside A, B, C, D, E, F ve dulcoside’dir
(Brandle ve Rosa, 1992). Stevia’nin yapraklarinda Stevioside ve rebA daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Stevioside sukrozdan 110-270 kat, rebA ise sukrozdan
150-320 kat daha tatlidir (Brandle ve ark., 2002). Artan stevioside metalik tat verir,

artan rebA varligi ise metalik tadi1 dengeler.

Seker tatlandirict bir 6zellige sahiptir ancak igerdigi yiiksek miktardaki kalori
sebebiyle bircok tibbi probleme sebep olmaktadir. Daha az kalori iceren ve seker
yerine daha fazla tatlilik saglayan ¢esitli alternatif tatlandiricilar vardir. Stevia’nin
dogal ve kalorisiz olmasi ayrica neden oldugu tathiligin sekere kiyasla 40 sn’den daha
fazla slirmesi gibi avantajlara sahip olmasi nedeniyle sekere en iyi alternatif kaynak
olarak ortaya c¢ikmaktadir (Sudesh ve Praveen, 2012). Stevia sadece bir besin

takviyesi degil ayn1 zamanda tipta ve ticari diinyada genis bir kullanima sahiptir.
Giliniimiize kadar literatiirde Stevia ile yapilan ¢alismalar asagida 6zetlenmistir;

Stevia’nin  sicanlarda dollenme iizerindeki etkileri arastirilmig olup, stevia
uygulamasi sonrasi testis, seminal vezikiil, prostat ve kauda epididimisin histolojik

ve morfometrik analizlerinde herhangi bir olumsuz duruma rastlanmamaistir. Stevia
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uygulamasi kauda epididimis, seminal vezikiil ve testislerin agirliklarinda azalmaya
neden olmustur. Bu seksiiel bezlerin agirliklarindaki azalisin plazmada androjen
seviyesindeki diisiisten kaynaklanabilecegi ifade edilmistir. Ayrica stevia uygulamasi
kauda epididimisteki spermatozoalarin konsantrasyonunda énemli azalmalara neden

olmustur (Melis, 1999).

Ag1z sagligin1 devam ettirebilmek i¢in, dogal tatlandiricilar seker yerine kullanilan
en 1iyi tatlandiricilardir. Kontrollii insan ve hayvan calismalarinda stevia’nin dis
curiiklerini engellemede Onemli bir rol oynadig1 ortaya ¢ikmistir. Stevioside ve
Stevia ekstraktlarinin yiiksek miktarinin, bakteriyal biiyiimeyi azaltma yetenegine

sahip oldugu gosterilmistir (Matsukubo ve Takazoe, 2006).

Steviol glukozitler (stevia’ya tatlilik 6zelligi veren bilesenlerin ad1 ) farkli hiicrelerde
glukoz transportunu diizenlemektedir. Steviol glukozitler GLUT-4’1i eksprese eden
SH-SY5Y noroblastom hiicreleri ve GLUT-1’i eksprese eden HL-60 16semi
hiicrelerinde uygulanmistir. Ayrica 100 nM insiilin kullanilmistir. Steviol glukozitler
insiiline benzer ozellikler gostermistir. Steviol glukozitler GLUT-1 ve GLUT-4
ekspresyonunda artisa neden olmustur. Bunuda PI3K’in fosforilasyonunu arttirarak
saglamistir (Rizzo ve ark., 2013). Steviol glukozitlerin hiicre viabilitesine ve
proliferasyona etkisine bakilmistir. Her iki hiicre tipinde de viabilite ve
proliferasyonuna herhangi bir etkisi olmamistir (Rizzo ve ark., 2013). Steviol
glukozitlerin apoptoz iizerine olumlu etkilerinin olup olmadigina bakilmistir.
Apoptoz lizerinde herhangi bir olumlu etki gostermemistir. Hiicrelere hidrojen
peroksit uygulanip oksidatif stres olusturulmustur ve steviol glukozitler
uygulanmistir. Kontrolle kiyaslandiginda 6nemli bir fark goriilmemistir. Ayrica
steviol glukozit uygulamas: yapilan hiicrelerde kontole yakin laktat dehidrogenaz

aktivitesi goriilmistiir (Rizzo ve ark., 2013).

Omentin kan glukozunu diizenleyen bir adipositokindir. Yapilan ¢aligmada stevia’nin
artan dozlarmin omentin miktarin1 6nemli Sl¢iide azalttigi gosterilmistir. Stevia
omentin seviyesini dolayli olarak negatif feedback araciligiyla azaltir. Ayrica stevia
uygulanan STZ-indiiklii diyabetik si¢anlarin aglik kan glukozlar1 kontrole kiyasla
azalmistir (Akbarzadeh ve ark., 2014).
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Uzun siireli yag asitlerine maruz kalma o hiicrelerinden glukagon salgilanmasina
neden olur. Asir1 glukagon seviyesi hiperglisemik bir duruma neden olabilir. Bu da
insiilin direncine ve ilerki donemde diyabete neden olabilir. Yapilan ¢alismada a-
TC1-6 hiicreleri uzun siire palmitata maruz birakilmistir. Palmitat o-TC1-6
hiicrelerinde glukagon salgilanmasinda artisga neden olmustur. Daha sonra da
palmitata ek olarak ayr1 ayr1 artan dozlarda stevioside verilmistir. Stevioside
palmitatin neden oldugu glukagon salgisi artisina doz bagimli olarak etki
gostermistir. Stevioside miktar1 arttikca a-TC1-6 hiicrelerinden salgilan glukagon
miktariin artisinda azalma olmustur. Stevioside yag asitleri oksidasyonunda gorev
alan genlerden CPT I, SCD ve PPARYy ekspresyonunda artisa neden olmustur. Ancak
stevioside uygulamast TG (trigliserit) icerigine herhangi bir etki gostermemistir
(Hong ve ark., 2005).

Sicanlar alloksan ile diyabet yapilmistir. Stevia, alloksan uygulamasindan sonra artis
gosteren kan glukoz miktarin1 azaltmistir. Sadece stevia diyeti alan grupta kontrole
kiyasla kan glukoz miktarinda anlamli bir de8isim yoktur. Siganlara yiiksek doz
glukoz (1.5 mg/kg viicut agirligi oraninda) uygulanip 0,30,60 ve 120. dakikalarda
oral glukoz tolerans testi (OGTT) yapilmistir. Stevia uygulanan gruplarda glukoz
seviyesi zamana bagli olarak azalmistir. Diyabet karacigerdeki antioksidanlarin
(superoksit dismutaz, katalaz ve Glutatyon) miktarini azaltir. Stevia uygulamasi
yapildiginda bu antioksidanlardan superoksit dismutaz hem stevia diyeti alan hem de
diyabet+stevia diyeti alan gruplarda kontrole kiyasla anlamli de§ismeler olmustur.
Diyabet+stevia grubunda bu antioksidantin miktar1 kontroldeki miktara ulagsmistir.
Katalaz enzimi ise en ¢ok diyabett+stevia grubunda artmistir. Diger gruplardaki
katalaz enzim miktarin1 agmistir. Glutatyon miktari ise stevia uygulamasi ile birlikte
hem diyabet+stevia hem de stevia gruplarinda 6nemli miktarda artmistir (Sharma ve
ark., 2012).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Denekler
Bu arastirmada kullanilan 150-250 gr agirliklar1 arasindaki 24 tane wistar sigan
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden elde edildi. Ortam sicaklig

28+4°C' idi ve denekler i¢in normal diyet ve su kullanildi.

3.2. Deney Plani

Deney hayvanlari tinitesinden alinan disi siganlar erkek siganlarla giftlestirilerek gebe
gruplart olusturuldu. Biitiin gruptaki disi hayvanlar, 2 disi+1 erkek wistar sican
olacak sekilde kafese yerlestirildi. Ertesi giin vajinal simir islemi yapilarak sperm

goriilmesi halinde deneklerin gebeligin 0. giiniinde oldugu kabul edildi.

Stevioside gruplarindaki hayvanlara 1,0 mg/kg viicut agirligi oraninda intraperitonal
sekilde stevioside enjekte edildi. 15. giin stevioside ve diyabet + stevioside gruplari
icin 15 giin ve 20. giin stevioside ve diyabet + stevioside gruplart i¢in 20 giin
stevioside enjeksiyonu yapildi Diyabet yapilacak olan si¢anlara, 50 mg/kg
streptozotosin (STZ) ile intraperitoneal olarak tez doz enjeksiyon yapildi (Ozcan ve
ark., 2012). STZ enjeksiyonundan 2 giin sonra, kan ornekleri siganin kuyruk
veninden alindi ve glukoz seviyesi olgiildi. Kan glukoz degeri > 200 mg/dL’den
yiiksek olan hayvanlar diyabet olarak kabul edildi.

Gebeligin 15. giiniinde gebe grubundaki disi si¢anlarin yaris1 sakrifiye edildi ve
plasenta ve fetiisleri alindi. Gebeligin 20.giinlinde de geriye kalan hayvanlar sakrifiye
edilip ve plasenta ve fetiisleri alindi. Alinan plasenta ve fetiisler tartildi. Plasenta
dokularima western blot ve immiinohistokimya metodlar1 i¢in rutin takip islemleri
yapildi. Devaminda ise immunohistokimyasal ve western blot metodlariyla GLUT 1,
GLUT 3 ve GLUT 4 proteinleri arastirildi. Glukoz ve insiilin tayini 0., 9., 15., gebe
15 ve gebe 20 giinlerde periferal kan alinip glukometre ve Elisa yontemiyle tespit
edildi.
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Gebe grubu 4’e ayrildi. Bunlar;

Grup I- Kontrol grubu n=6 (3 disi gebeligin 15.giin, 3 disi gebeligin 20.giin)

Grup I1- Stevioside grubu n=6 (3 disi gebeligin 15.giin, 3 disi gebeligin 20.giin)

Grup I11- Diyabet grubu n=6 (3 disi gebeligin 15.giin, 3 disi gebeligin 20.giin)

Grup V- Diyabet+Stevioside grubu n=6 (3 disi gebeligin 15.giin, 3 disi gebeligin
20.glin)

3.3. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabet grubunu olusturmak i¢in siganlara, 50 mg/kg STZ ile intraperitoneal olarak
tek doz enjeksiyon yapildi (Ozcan ve ark.,2012). STZ enjeksiyonundan 2 giin sonra,
kan ornekleri sicanin kuyruk veninden alinarak, accu chek active cihazi ile kan
glukoz seviyesi ol¢iildii. Kan glukoz degeri > 200 mg/dL’den biiyiik ise hayvanlar
diyabet olarak kabul edildi.

3.4. Doku Temini ve Hazirlanmasi

Gebeliklerinin 15 ve 20. giinlerindeki diyabet, stevioside, diyabet+stevioside ve
kontrol grubundaki siganlar eter anestizisi altinda bayiltilip disektiye edildikten
sonra, plasenta ve fetiisleri almip degerlendirildi. Oncellikle fetiis ve plasentalar
hassas terazide tartitlip agirliklar  belirlendi.  Plasentalarin  bir  kismi
immiinohistokimyasal yontem i¢in doku takibi islemine alinirken, geriye kalan kismi

ise western blot yontemi i¢in -80°C' ye alinip islem yapilana kadar orada muhafaza
edildi.

3.5. Immiinohistokimya Teknigi icin Doku Hazirlanmasi

Siganlarin plasenta dokular alinip %10 formalin ile yaklasik olarak 16-20 saat fikse
edildi. Bu dokular 3 saat musluk suyunda yikandi. Dokular %70, 80 ve 90 alkol
serilerinde 1 giin kaldi. %100 alkolde ise 3-3,5 saat birakildi. Her bir ksilol
serisinden 2’ser dakika gecirilerek parafine alindi. Dokulari, parafin I-11-1II’te 1’er
saat tuttuktan sonra temiz parafinle etiiviin disina cikartilip gdmme islemi yapildi.
Parafin bloklardan 5 mikrometre kalinliginda kesitler lama alindi ve 60 °C etiive

konulup dokunun lama iyice yapismasi saglandi.
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Kullanilan Soliisyonlar:

Sitrat Tamponu
v 2,1 gr sitrik asit monohidrat
v 900 ml distile su
v" Ph:6’ya ayarlanir (2M’lik NaOH eklenerek).
PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz)
v' 16 gr Sodyum Kloriir
v 0,8 gr Potasyum dihidrojen fosfat
v 2,85 gr disodium hidrojen fosfat
v 2 It distile su
v Ph:7,2-7,4 aras1 olmalidir. Ayarlama yapilmaz.
%3 Hidrojen peroksit
v" 7 ml %30 hidrojen peroksit
v 63 ml metanol
AEC (3 amino ethyl carbazole)
v 20 pl AEC kromojen
v" 980 ul AEC substrat

3.5.1. Immiinohistokimya Prokolii

Ksilol I ve Il 10’ar dakika

%100, %90, %80, %70 alkol ve distile su 5’er dakika

Antigen Retrival: Fiksasyon sirasida kapanan antijenik epitoplari
acmak i¢in yapilir. Sitrat Tamponu mikrodalgada 804 watt 6+6+6
dakika

Sogutma 20 dakika

PBS yikama 5+5+5 dakika

Ornegin gevresi hidrofobik kalem ( pap pen ) ile gizilir.

Endojen peroksidaz aktivitesinin doyurulmasidir. %3 Hidrojen
peroksit 30 dakika

PBS yikama 5+5+5 dakika

UV Block: Sekonder antikorun non-spesifik olarak baglanabilecegi

alanlar1 kapatmak icin kullanilir. UV Block soliisyonu damlatilir ve 8

dk beklenir.
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Primer antikor ile inkiibasyon +4°C gece boyu

Primer Antikor Katalog Numarasi Diliisyon
GLUT1 Abcam Ab652 1/1000
GLUT3 Abcam Ab53095 1/300
GLUT4 Abcam Ab654 1/500

Tablo 3.1. immiinohistokimya yonteminde kullanilan primer antikorlar, katalog numaralar1 ve

diliisyon oranlar1

PBS yikama 5+5+5 dakika

Thermo Primary Antibody Amplifier Quanto Orneklerin {istiine
damlatilir ve chamber iginde 15 dakika

PBS yikama 5+5+5 dakika

Thermo HRP polymer Quanto Polyvalent drnekler iizerine damlatilir
ve 45 dakika KARANLIKTA bekletilir.

PBS yikama 5+5+5 dakika

Gelistirme asamasinda hazirlanan AEC slaytlarin {izerine damlatilir ve
dokuda kirmizi boyanmalar goriinene kadar devam eder. Reaksiyonu
durdurmak igin tlizerindeki AEC’ler uzaklastirilir ve slaytlar suya
alinir.

Mayer hematoksilen ile zit boyama 6 saniye

Kaiser Jelatin ile kapatma

3.6. Western Blot Teknigi icin Doku Hazirlanmasi

Kullanilan Soliisyonlar:

Lizis Tamponu
v" 10 ml 0,1 M Tris (ph: 7,4)
v" 1 ml Sodyum orthovanadate
v 1gr SDS ( Sodium Dodecyl Sulfate)
v 90 ml distile su
Proteaz Inhibitor Kokteyli (25x)
v 1 tablet Roche PIK (proteaz inhibitor kokteyli tablet)
v' 1 mldistile su
Lowry A soliisyonu
v' 2gr NaOH
v' 10,6 gr Na2CO3

26



Lowry B soliisyonu

v" 1gr KNaC4H406

v 100 ml distile su
Lowry C soliisyonu

v 1gr CuSO4.5H20

v/ 100 ml distile su
%30 akrilamid-bisakrilamid soliisyonu

v' 7,7 gr Akr/ Bis (37.5:1) Biorad 161-0125

v' 20 ml distile su
Ayirma Jeli Soliisyonu

v’ 18,15 gr Tris

v' 0,4 gr SDS

v 100 ml distile su

v' ph: 8,8
Toplama Jeli Soliisyonu

v' 6,05gr Tris

v' 0,4 gr SDS

v 100 ml distile su
%10 APS

v 0,1gr APS

v' 1 mldistile su
Elektroforez Soliisyonu 5x

v’ 9grTris

v' 43,2 gr Glisin

v 600 ml distile su

v’ ph: 8,3-8,6 arasi ¢gtkmali
Elektroforez Soliisyonu 1x

v' 180 ml Elektroforez 5x

v' 720 ml distile su
Blotlama Soliisyonu

v’ 3grTris

v' 14,3 gr Glisin

v 800 ml distile su



v 200 ml metanol
e TBS 10x

v' 60,55 gr Tris

v 87,66 gr Sodyum Kloriir

v 800 ml distile su

v' ph: 7,4'e ayarla

v Son hacim 1000 ml'ye distile su ile tamamla
e TBS-T

v' 100 ml TBS

v 900 ml distile su

v" 1 ml Tween 20

3.6.1. Lizat Hazirlama

-80 C’de kryotiipte muhafaza edilen plasenta ornekleri buz igine alindi. Sirayla
ornekler alinip bistiiri yardimiyla ezildi ve akigkan kivama getirildi. Bunlarin darasi
aliip ependorfa koyulup agirliklari tartildi. 0,2 gr 6rnek i¢in 600 pl lizis buffer ve 25
ul Proteaz inhibitor kokteyli koyuldu. 45 dakika-1 saat bekledikten sonra, protein
ayirmanin iyi bir sekilde olmasi i¢in sonikator uygulandi. Eppendorflarin igindeki
dokular vortekslendi ve 15.000 rpm’de 15 dakika +4° C’de santrifiij edildi.
Stipernatantlar alinip pelet kismu atilarak lizatlar hazirlandi. Hazirlanan lizatlar -20°

C de muhafaza edildi.

3.6.2. Protein Miktarimin Tayin Edilmesi

Hazirlanan lizatlarin igerdigi protein miktarinin belirlenmesi i¢cin Lowry yontemi
(Lowry ve ark., 1951) kullamldi. Oncelikle, bu ydntemde standartlarin
hazirlanabilmesi i¢in 1mg/ml seklinde BSA (Bovine serum albumin Fraction V,
Sigma Katalog No: A 9647) hazirlandi. BSA ile 6 tane standart hazirlandi. Bu
standartlar su sekildedir :

BSA 1mg/ml dH20 Degerleri
Standart 1 20 - 1
Standart 2 20 20 0.5
Standart 3 20 40 0.33
Standart 4 20 60 0.25
Standart 5 20 100 0.166
Standart Kor - 20 0

Tablo 3.2. Standartlarin hazirlanmasi ve degerleri
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Lizatlar, 1:40 dilusyonlar halinde ¢alisildi, yani 6rnekten 10ul distile sudan ise 390ul
alindi. Hazirlanan standartlardan ve orneklerin her birinden 20 pl alindi. Lowry A,
Lowry B ve Lowry C soliisyonlar1 oda sicakligma alindi. Oncelikle Lowry B ve
Lowry C soliisyonlar1 1’er oranda alinip vortexlendi. Daha sonra Lowry A 100 birim
seklinde bu karigimin igine koyuldu. Lowry A:B:C karisimindan 600 pl her bir
ornege ve standarta koyuldu ve 20 dakika inkiibe edildi. inkiibe edildikten sonra her
birine 60 pl folin koyulur ve karanlik ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon isleminden sonra 96’lik well plate’lere 200’er mikrolitre pipetlendi ve
her bir standart ve ornek ¢ift ¢alisildi. Spektrofotometrede (BioTek, MQX200)
750nm dalga boyunda okunmasi saglandi. Standartlar ile karsilagtirilarak her bir
numunenin protein miktar1 tespit edildi. Tiim numunelerin protein miktarlarinin esit

olmasi saglanarak western blot analizlerinde kullanima hazir hale getirildi.

3.6.3. SDS-PAGE Western Blot protokol

e Proteinin ayrilma yiizdesine gore jel hazirlandi. Primer antikorlar 40-60
kilodalton arasinda oldugu i¢in %10'luk ayirma jeli kullanildi. Ayima jelinin
tizerine cami1 tamamen kaplayacak sekilde distile su koyuldu.

%10'luk ayirma jeli (1 jel i¢in)

1660 pl distile

1000 pl ayrilma soliisyonu (ph: 8,8)

1320 pl poliakrilamid (bisakrilamid)

5 ul TEMED

30 ul APS

NN N N SR

%5'lik toplama jeli kullanildi. Tarak iki cam arasina takild.
%5 toplama jeli (1 jel igin)

1155 pl distile su

500 pl toplama soliisyonu

330 ul poliakrilamid

2,5 ul TEMED

15 ul APS

AN N N N SR

Toplama jelinin donmasindan sonra taraklar cikartildi. Taraklar cikartildiktan
sonra camlar birbirine bakacak sekilde dikey elektroforeze yerlestirildi. Camlarin
arasina 1x elektroforez soliisyonu dokiildii. ilk kuyuca molekiil agirhig: bilinen 5

ul marker (biorad- 1610374 precision plus protein dual color) yiiklendi. Marker
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yiiklendikten sonra Ornekler yiiklendi. GLUT1 i¢in 25 mikrogram protein
yiiklenirken GLUT3 ve GLUT4 i¢in 50 mikrogram protein yiiklendi.

Tank gii¢ kaynagia baglandi. Gii¢ kaynag1r 80 V'a ayarlandi. Bu sekilde 2-2,5
saat yiirlitme islemi gerceklestirildi.

Elektroforez isleminin sonlarina dogru filtre kagidi 7x10 ve PVDF membran 6x9
olacak sekilde kesildi.

Blotlama soliisyonu hazirlanir ve +4° C'ye koyuldu.

Elektroforez bitince camlar ¢ikartildi. Ince ve kalin camlarin arasi ince bir bigak
yardimiyla ayrildi. Alta kalin siinger lstline filtre kagidi, membran ve bunun
izerine de jel yerlestirildi. Jelin iistiine de ayni sekilde membran, filtre kagidi ve
kalin siinger koyulup tankin i¢ine yerlestirildi. Gili¢ kaynagi 30 V'a ayarlanip
+4°C'de gece boyu blotlamaya birakildi.

Sonraki giin blotmadan c¢ikartilan membrana proteinin gec¢ipi ge¢mediginden
emin olmak i¢in ponseu boyamasi yapildi. Ponseu boyamasini ¢ikartmak igin 1-2
kere TBS-T yapildi.

GLUT1 i¢in % 5 siit tozu ile 1 saat bloklama, GLUT3 ve GLUT4 i¢in % 2,5 siit
tozu ile 45 dakika bloklama yapildi.

Bloklamadan sonra +4° C'de primer antikor ile inkiibasyon yapilir. GLUTI1
(ab652) 1/1000, GLUT3 (ab15311) 1/500 ve GLUT4 (ab654) 1/2000 dilisyonda
antikorlar hazirlandi.

Sonraki giin membrandan primer antikor alinir ve tekrar tekrar kullanilir. TBS-T
ile 3x10 dakika yikama yapildu.

Sekonder antikorlar hazirlanir. GLUTI1 igin 1/10000, GLUT3 igin 1/2500 ve
GLUT4 i¢in 1/10000 seklinde hazirlandi.

TBS-T yikama yapildi.

Yikamadan sonra 151ma i¢in kemiliiminesan uygulandi.

Membranin iizerine film koyuldu ve gelistirme yapildi.

3.7. Elisa Yontemi I¢in Kan Orneklerin Eldesi

Hayvanlar disektiye edilmeden Once, eter anestizisi altinda abdominal aortasindan

enjektor yardimiyla kani alindi. Alinan kan, vakumlu kan tiipiine aktarilir ve zaman

gecirmeden santrifiij edildi. Kan 6rnegi 4000-5000 devirde 5 dakika santrifiije edildi.

Santriflij isleminden sonra serum kismi alindi ve diger kismi tibbi atiga atildi. Elde

edilen kan serumlar1 -20° C’ye kaldirilip muhafaza edildi.
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3.7.1. Elisa Yontemi Protokolii

Deneklerin serumlarindaki insiilin miktarin1 belirlemek igin Sigan/Fare Insulin
EZRMI-13K elisa kiti kullanildi. Elisa protokolii olarak tireticinin 6nerdigi protokol
uygulandi.

Sigan/Fare Insulin EZRMI-13K elisa kiti igin uygulanan protokol asagida

bulunmaktadir;

1. 10 X yikama soliisyonu 1 X olacak sekilde dH,O ile diliie edildi.

2. Kit icerisinde gonderilen striplerden ihtiya¢ duyulan kadar alinarak stripteki
her bir kuyucuk 300 pL yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi. Bu sirada kuyucuklarin
kurumasina izin verilmemelidir.

3. Kor ve 6rnek konulacak olan kuyucuklara 10 pL. Assay soliisyonu konuldu.

4. Kullandigimiz 6rnekler serum oldugu ic¢in kor standart ve Kkontrol
kuyucuklarma 10 pL. Matriks soliisyonu konuldu.

5. 0,2 ng/mL(STD 1), 0,5 ng/mL (STD 2), 1 ng/mL (STD 3), 2 ng/mL (SDT 4),
5ng/mL (SDT 5) ve 10 ng/mL (SDT 6) konsantrasyonundaki standartlar duplike
olarak kuyucuklara yiiklendi.

6. Kalite kontrolii 6rnekleri olan QC 1 ve QC 2 yine duplike olarak 10 pL
yiklendi.

7. Ornekler ilgili kuyucuklara duplikler halinde yiiklendi.

8. 80 pL antikor soliisyonu her bir kuyucuga eklenir ve yapiskan kapatici film
ile iyice kapatilarak oda sicakliginda sallayici lizerinde 2 saat inkiibe edildi.

9. Kapatici film kaldirildi ve soliisyonlar uzaklastirildi.

10. Kuyucuklar 300 pL yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

11. 100 uL enzim soliisyonu her bir uyucuga eklendi ve yapiskan kapatici film ile
lyice kapatilarak oda sicakliginda sallayici tizerinde 30 dakika inkiibe edildi.

12.  Kapatic film kaldirildi ve soliisyonlar uzaklastirildi.

13.  Kuyucuklar 300 pL yikama soliisyonu ile 6 kez yikandi.

14. 100 uL substrat soliisyonu kuyucuklara eklendi ve yapiskan kapatici film ile
iyice kapatilarak oda sicakliginda sallayici tlizerinde 5-20 dakika inkiibe edildi.
Kuyucuklarda mavi rengin gozlemlenmesi reaksiyonun durdurulmasina karar
vermede rol oynar. Substrat soliisyonu ile yapilan tiim c¢aligmalar karanlikta

yapilmalidir.
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15. 100 pL durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Tamamen
durduruldugundan emin olmak icin plate elle sallanmali ve mavi rengin net sari
renge doniistiigi gozlemlenmelidir.

16. Plate 450-590 nm absorbans degerinde spektrofotometre ile okutuldu.
Kuyucuklarda hi¢ kdpilik kalmamasina dikkat edilmelidir.

Adm | Adm | Adm | Adm | Adm5 | Adim | Adm | Adim | Adim | Adim | Adm | Adim
1 2 3 4 -7 8 910 | 11 12- |14 14 15

13 -
3

x 2 2 | 5 g 2 =g

g -5 |25 |8 g2 |2 |2 g 1,

3 g2 | E2 | 62 22 | E T2 - | 8 =X
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AL [0 0 |- 80 £ [0 | Z= [100 | & [100
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C1, 2 - 10 10 L | 80 E £ [ 100 =< | 100 % 100 E
Dl | = > pL STD1 | pL S |uL Eo [puL 3 uL 2
El, | B g R 10 10 uL | 80 E > [ 100 =z [ 100 = 100 N
FL | 2 5 uL STD2 | pL 35 |pL 22 | uL IS L =
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HL | 2 L pL STD3 | uL 37 |l 5 é pL z pL g
A2, | & 2 - 10 10 uL | 80 £ & | 100 = 5 [100 5 100 k]
B2 < 2 uL STD4 | uL S & | pL 25 | uL s pL =
Q - = [ =] X
C2, | £ E - 10 10 uL | 80 2% [100 | == [100 | £ [100 | g
D2 ] ES uL STD5 | uL = E [ puL = g | uL = uL @
E2, | 3 E - 10 10 uL | 80 2= | 100 £ < | 100 5 . [10 | s
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B3 5, 5 ns QC2 pL it z ns 2 |ul = :_‘.; uL ]
c3, | Z 5 10 - 10 uL | 80 g | 100 Z & | 100 % [ 100 3
D3 - = uL Ornek uL L | uL © = | uL ~

Tablo 3.3. Eliza Yontemi Prokoli

3.8. istatiksel Analiz

3.8.1. Kan Glukoz Olgiimleri

Almman deney hayvanlar1 deneye baslarken 0. giin kabul edilerek kan glukoz
Olctimleri gergeklestirildi. Bu islem 9., 15. ve 20.glinde de yapildi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup olmadigin1 belirlemek i¢in SigmaStat 3.5
programi kullanilarak Student t-test ve One Way ANOVA testleri uygulandi ve

p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.8.2. Fetiis ve Plasenta Agirhiklar
Kontrol, stevioside, diyabet ve diyabett+stevioside gruplarina ait gebe si¢anlarin
plasenta ve fetiisler alinip, western blot yontemi i¢in kullanilan plasentalarin ve bu

plasentalara ait fetiislerin agirliklar1 hassas terazi ile Olgiildiikten sonra gruplar
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arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup olmadigini belirlemek igin
SigmaStat 3.5 programi kullanilarak Student t-test ve One Way ANOVA testleri

uygulandi ve p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.9. Semikantitatif Degerlendirme

Tiim deney gruplarinda hiicrelerin immiino boyanma yogunluklari semikantitatif
olarak [(-): Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+): Pozitif, (++): Kuvvetli pozitif, (+++):
Cok kuvvetli pozitif ] seklinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Fetiis Agirhklar:

Kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina ait 15. giin fetiis
agirliklar1 olgiildii. Fetiis agirliklarinin Glgiimleri sonucunda, fetiis agirliklar1 en
yiikksek olan grup stevioside grubu olarak tespit edildi. Gebeligin 15. giiniinde
stevioside ve diyabet gruplari arasinda istatiksel anlamli fark (p<0,05) tespit edildi
(Tablo 4.1., Sekil 4.1.). Diger gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark tespit

edilmedi (p>0,05).

15. giin Fetiis agirhklar: (gr)

Ortalama=+ Standart Sapma, n
degeri

Kontrol 0,304+0,0239 (n=21)
Stevioside 0,3254+0,0201 (n=18)
Diyabet 0,297+0,0236 (n=18)

Diyabet+Stevioside

0,298+0,0292 (n=21)

Tablo 4.1. 15. giin fetiis agirliklar1 (ortama =+ standart sapma, n (fetiis sayisi) degerleri)

=
~
]

©
w
1

.c
=
1

Fetiis Agirliklari (gr)
o
N

o
o

15.guin

Sekil 4.1. Gebeligin 15. giiniine ait kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina ait
fetiis agirliklart. (* p<0,05)

Gebeligin 20. giiniinde fetiis agirliklarinda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
fark (p<0,05) tespit edildi. 20.giin fetiis agirliklarinda diyabet grubu kontrol ve
stevioside gruplariyla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli oranda (p<0,05)

azaldig1 belirlendi (Tablo 4.2., Sekil 4.2.). Diyabet+stevioside grubu kontrol ve
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stevioside gruplariyla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli oranda (p<0,05)

azaldig1 belirlendi. Diyabet ve diyabet+stevioside gruplari arasinda istatiksel olarak

bir fark belirlenmedi (p>0,05).

20. giin Fetiis agirhklar: (gr) Ortalama+Standart Sapma, n degeri
Kontrol 3,793+0,0678 (n=19)

Stevioside 3,876+0,0597 (n=24)

Diyabet 2,978+0,177 (n=20)
Diyabet+Stevioside 3,385+0,148 (n=18)

Tablo 4.2. 20. giin fetiis agirliklar1 (ortama + standart sapma, n (fetiis sayis1) degerleri)

a1
1

I
1

w
1

N
1

[EEN
1

Fetiis Agirliklar (gr)

o

20.glin

Sekil 4.2. Gebeligin 20. giiniine ait kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina ait
fetiis agirhiklari. (* p<0,05)

4.2. Plasenta Agirhklar:
Kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina ait plasentalarin
agirliklan olciildii ve gerekli degerlendirmeler yapildi. Degerlendirmeler sonucunda,

gebeligin 15. gliniinde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark belirlenmedi

(p>0,05) (Tablo 4.3., Sekil 4.3.).
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15. giin plasenta agirhklar: (gr)

Ortalama+Standart Sapma, n
degeri

Kontrol 0,212+0,0283 (n=21)
Stevioside 0,206+0,0610 (n=18)
Diyabet 0,243+0,0304 (n=18)

Diyabet+Stevioside

0,223+0,0290 (n=21)

Tablo 4.3. 15. giin plasenta agirliklar1 (ortama =+ standart sapma, n (plasenta sayisi) degerleri)

0.3-
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S —
: — W
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~ 0.2+
=
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[«}]
(2]
1]
o

0.0

\Q'A.
© =

15.glin
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Sekil 4.3. Gebeligin 15. giiniine ait kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarna ait

plasenta agirliklar1. (* p<0,05)

Gebeligin 20. giinlinde plasenta agirliklarinda gruplar arasinda istatiksel olarak

anlamlh fark (p<0,05) tespit edildi. 20.giin plasenta agirliklarinda diyabet grubu

kontrol ve stevioside gruplariyla karsilagtirildiginda anlamli oranda arttig1 belirlendi.

Ayrica diyabet grubu plasenta agirliklart ve diyabet+stevioside grubu plasenta

agirliklart arasinda istatiksel olarak anlamli fark belirlendi (p<0,05) ( Tablo 4.4.,

Sekil 4.4.).

20. giin plasenta agirhklar: (gr)

OrtalamazStandart Sapma, n
degeri

Kontrol 0,391+0,0504 (n=19)
Stevioside 0,392+0,0563 (n=24)
Diyabet 0,559+0,109 (n=20)

Diyabet+Stevioside

0,475+0,0872 (n=18)

Tablo 4.4. 20. giin plasenta agirliklari (ortama =+ standart sapma, n (plasenta sayisi) degerleri)
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Sekil 4.4. Gebeligin 20. giiniine ait kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarmna ait
plasenta agirliklar1. (* p<0,05)

4.3. Sican Plasentas1 Genel Morfoloji
15. ve 20. giine ait sigan plasentalarinin genel morfolojik yapis1 asagida

gosterilmistir;
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Sekil 4.5. 15 giinliik kontrol grubuna ait sican plasentasinda HE boyanmasi a: Labirint, baglanti
ve desidua bolgeleri gorilmektedir X2.5 b: Baglanti zonunda glikojenik ve spongiotrofoblast
hiicreleri goriilmektedir X10. ¢: Dev hiicreler (siyah ok bas1), glikojenik ve spongiotrofoblast hiicreleri
goriilmektedir X20. d: Labirint zondaki fetal endotel hiicreleri (siyah ok) ve fetal kan hiicreleri
(kesintili ok) goriilmektedir X40.
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Sekil 4.6. 20 giinliik kontrol grubuna ait sican plasentasinda HE boyanmasi: Labirint,
baglant1 ve desidua bolgeleri goriilmektedir X2.5 b: Dev hiicrer (siyah ok basi) goriilmektedirX10. c:
Labirint Zondaki glikojenik hiicreler (kirmizi kesintisiz ok) gériilmektedir X10. d: Labirint zondaki
fetal kan hiicreleri (kesintili 0k) ve fetal endotel hiicreleri (kesintisiz ok) goriilmektedir X40.

4.4, Iimmiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. 15. Giin GLUT1, GLUT3 ve GLUT4 immiin Boyamalar1

Gebeligin 15. giinindeki plasentada GLUT 1 dev hiicrelerde, spongiotrofoblast
hiicrelerinde, labirint trofoblast hiicrelerinde ve fetal endotel hiicrelerinde pozitif
reaksiyon verirken desidual hiicrelerde, glikojenik hiicrelerde, maternal ve fetal kan

hiicrelerinde negatif reaksiyon gosterdi.
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Kontrol ve stevioside grubuna ait sigan plasentasinda labirint trofoblast hiicrelerinde
¢cok yogun boyanma tespit edilirken diyabet ve diyabet+stevioside gruplarma ait
plasentalarda labirint trofoblast hiicrelerinde immiin boyanma yogunlugunun azaldig1

belirlendi. Dev hiicreler, spongiotrofoblast hiicreleri ve fetal endotel hiicrelerindeki

immiin boyanma yogunluklari tim gruplarda benzerdi.

Sekil 4.7. 15. Giin sican plasentasinda GLUT1 immiinohistokimyasal boyanmalari. Kontrol
grubu orijinal biiyiitme 10x (a). 20x (b). 40x (c). Stevioside grubu 10x (d). 20x (e). 40x (f). diyabet
grubu 10x (g). 20x (h). 40x (k). diyabet+stevioside grubu 10x (I). 20x (m). 40x (n).

Kontrol, Stevioside, Diyabet ve Diyabet+ Stevioside gruplara ait GLUT1 immiino

boyanma yogunluklar1 semikantitatif olarak degerlendirildi ve Tablo 4.5.°de
gosterildi.
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15. Des. | Dev | S.T. |GIli.H. | L.T. F.EH FK.H. | MKH
Gebelik H. H.

Gunu

Kontrol - + + - +++ ++ - -
Stevioside | - + + - +++ ++ - B
Diyabet - + + - ++ ++ - -
Diyabet - + + - ++ ++ - -

+

Stevioside

Tablo 4.5. Gebeligini 15. giiniinde sican plasentasinda GLUT1 immiino boyanma
yogunluklarimin semikantitatif degerlendirmesi. Desidual Hiicre: Des. H., Dev Hiicre: Dev H.,
Spongiotrofoblast: S.T., Glikojenik Hiicre: Gli. H., Labirint Dev Hiicre: L.D.H., Labirint trofoblast:
L.T., Fetal endotel hiicre: F.E.H., Fetal Kan Hiicreleri: F.K.H., Maternal Kan Hiicreleri: M.K.H. (-):
Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+): Pozitif, (++): Kuvvetli pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif.

GLUT 3 immunohistokimyasal olarak sadece labirint trofoblast ve fetal endotel
hiicrelerinde pozitif reaksiyon gosterdi. Gebeligin 15. giiniinde diyabet grubuna ait
sigan plasentasinda labirint trofoblast ve fetal endotelde kontrol ve stevioside
gruplartyla karsilastirildiginda daha yogun immiin boyanma tespit edildi.
Diyabet+stevioside grubuna ait plasentalarda labirint trofoblast hiicrelerindeki
immiin boyanma yogunlugu diyabet grubuna kiyasla azaldig1 belirlendi. Kontrol ve

stevioside gruplar1 arasindaki immiin boyanma yogunluklar1 benzerdi.
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Sekil 4.8. Gebeligin 15. giiniinde sican plasentasinda GLUT3 immiinohistokimyasal
boyanmalari. Kontrol grubu orijinal biiyiitme 10x (a). 20x (b). 40x (c). Stevioside grubu 10x (d). 20x
(e). 40x (f). Diyabet grubu 10x (g). 20x (h). 40x (k). Diyabet+stevioside grubu 10x (I). 20x (m). 40x

(n).
Kontrol, Stevioside, Diyabet ve Diyabet + Stevioside gruplara ait GLUT3 immiino

boyanma yogunluklar1 semikantitatif olarak degerlendirildi ve Tablo 4.6.’da

gosterildi.
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15.Gebelik | Des. | Dev | S.T. |Gli.H. | L.T. F.EH F.K.H. | MKH
Giinli H. H.
Kontrol - - - - + +/- - -
Stevioside | - - - - + +/- - -
Diyabet - - - - ++ + - -
Diyabet - - - - + + - -
+
Stevioside

Tablo 4.6. Gebeligin 15. giiniinde sican plasentasinda GLUT3 immiino boyanma

yogunluklarimin semikantitatif degerlendirmesi. Desidual Hiicre: Des. H., Dev Hiicre: Dev H.,
Spongiotrofoblast: S.T., Glikojenik Hiicre: Gli. H., Labirint Dev Hiicre: L.D.H., Labirint trofoblast:
L.T., Fetal endotel hiicre: F.E.H., Fetal Kan Hiicreleri: F.K.H., Maternal kan hiicreleri: M.K.H. (-):
Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+): Pozitif, (++): Kuvvetli pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif.

Gebeligin 15. giinlinde diyabet grubuna ait sigan plasentasinda fetal kan hiicreleri

kontrol ve stevioside gruplariyla karsilastirildiginda daha fazla immiin boyanma

gosterdi. Diyabet ve diyabettstevioside gruplar1 arasindaki immiin boyanma

ozellikleri benzerdi. Tiim gruplarda maternal kan hiicreleri benzer boyanma gosterdi.
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Sekil 4.9. Gebeligin 15. giiniinde sican plasentasinda GLUT4 immiinohistokimyasal

boyanmalari. Kontrol grubu orijinal biiytitme 10x (a). 20x (b). 40X (c). Stevioside grubu 10x (d). 20x
(e). 40x (f). Diyabet grubu 10x (g). 20x (h). 40x (k). Diyabet+ stevioside grubu 10x (I). 20x (m). 40x

(n).

Kontrol, Stevioside, Diyabet ve Diyabet+Stevioside gruplara ait GLUT4 immiino

boyanma yogunluklar1 semikantitatif olarak degerlendirildi ve Tablo 4.7.°de

gosterildi.

44



15. Des. | Dev |S.T. Gli. H. L.T. F.E.H F.K.H. MKH
Gebelik H. H.

GUnU

Kontrol - - - - - - + +
Stevioside | - - - - - - + +
Diyabet - - - - - - ++ +
Diyabet - - - - - - ++ +

+

Stevioside

Tablo 4.7. Gebeligin 15. giiniinde GLUT4 immiino boyanma yogunluklarimin semikantitatif
degerlendirmesi. Desidual Hiicre: Des. H., Dev Hiicre: Dev H., Spongiotrofoblast: S.T., Glikojenik
Hiicre: Gli. H., Labirint Dev Hiicre: L.D.H., Labirint trofoblast: L.T., Fetal endotel hiicre: F.E.H.,
Fetal Kan Hiicreleri: F.K.H., Maternal Kan Hiicreleri: M.K.H. (-): Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+):
Pozitif, (++): Kuvvetli pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif.

4.4.2. 20. Giin GLUT1, GLUT3 ve GLUT4 immiin Boyamalari

Gebeligin 20. giliniinde plasentada GLUT 1 dev hiicrelerde, spongiotrofoblast
hiicrelerinde, labirint trofoblast hiicrelerinde ve fetal endotel hiicrelerinde pozitif
reaksiyon verirken desidual hiicrelerde, glikojenik hiicrelerde, maternal ve fetal kan

hiicrelerinde negatif reaksiyon gosterdi.

Kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina ait sigan plasentalarinda
labirint trofoblast hiicrelerinde ¢ok yogun boyanma tespit edildi. Dev hiicrelerdeki
boyama yogunlugu diyabet grubunda daha yogun gozlemlenirken, spongiotrofoblast
hiicreleri ve fetal endotel hiicrelerindeki immiin boyanma yogunluklari tiim gruplarda

benzerdi.
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Sekil 4.10. gebeligin 20. giiniinde sican plasentasinda GLUT1 immiinohistokimyasal

boyanmalari. Kontrol grubu orijinal bilyiitme 10x (a). 20x (b). 40x (c). Stevioside grubu 10x (d). 20x
(). 40x (f). Diyabet grubu 10x (g). 20x (h). 40x (k). Diyabet+stevioside grubu 10x (I). 20x (m). 40x

(n).

Kontrol, Stevioside, Diyabet ve Diyabet+ Stevioside gruplara ait GLUT1 immiino
boyanma yogunluklar1 semikantitatif olarak degerlendirildi ve Tablo 4.8.’de
gosterildi.
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20. Gebelik | Des. | Dev | S.T. Gli. H. | L.T. F.E.H F.K.H. M.K.H.
Gina H. H.

Kontrol - +/- + - +++ +++ - -
Stevioside | - +/- + - ++4+ +++ - -
Diyabet - + + - +++ +++ - -
Diyabet - +/- + - +++ +++ - -

+

Stevioside

Tablo 4.8. Gebeligin 20. giiniinde GLUT1 immiino boyanma yogunluklarimin semikantitatif
degerlendirmesi. Desidual Hiicre: Des. H., Dev Hiicre: Dev H., Spongiotrofoblast: S.T., Glikojenik
Hiicre: Gli. H., Labirint Dev Hiicre: L.D.H., Labirint trofoblast: L.T., Fetal endotel hiicre: F.E.H.,
Fetal Kan Hiicreleri: F.K.H., Maternal Kan Hiicreleri: M.K.H. (-): Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+):
Pozitif, (++): Kuvvetli pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif.

Gebeligin 20. giiniinde plasentada GLUT 3 dev labirint trofoblast hiicreleri ve fetal
endotel hiicrelerinde pozitif reaksiyon verirken desidual hiicrelerde, dev hiicrelerde,
glikojenik hiicrelerde, maternal ve fetal kan hiicrelerinde negatif reaksiyon gosterdi.
Gebeligin 20.giiniinde gruplara ait sigan plasentalarinda labirint trofoblast hiicreleri

ve fetal endotel hiicrelerindeki immiin boyanma yogunluklari benzerdi.
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Sekil 4.11. Gebeligin 20. giiniinde sican plasentasinda GLUT3 immiinohistokimyasal
boyanmalari. Kontrol grubu orijinal biiylitme 10x (a). 20x (b). 40x (c). Stevioside grubu 10x (d). 20x
(e). 40x (f). Diyabet yapilan grubu 10x (g). 20x (h). 40x (k). Diyabettstevioside grubu 10x (1). 20x
(m). 40x (n).

Kontrol, Stevioside, Diyabet ve Diyabet+ Stevioside gruplara ait GLUT3 immiino
boyanma yogunluklar1 semikantitatif olarak degerlendirildi ve Tablo 4.9.°da

gosterildi.
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20. Gebelik | Des. | Dev | S.T. Gli. H. | L.T. F.E.H F.K.H. M.K.H
Guna H. H.

Kontrol - - - - + +/- - R
Stevioside - - - - + +/- - R
Diyabet - - - - + +/- - R
Diyabet - - - - + +/- - R

+

Stevioside

Tablo 4.9. Gebeligin 20. giiniinde GLUT3 immiino boyanma yogunlukarimin semikantitatif
degerlendirmesi. Desidual Hicre: Des. H., Dev Hiicre: Dev H., Spongiotrofoblast: S.T., Glikojenik
Hiicre: Gli. H., Labirint Dev Hiicre: L.D.H., Labirint trofoblast: L.T., Fetal endotel hiicre: F.E.H.,
Fetal Kan Hiicreleri: F.K.H., Maternal Kan Hiicreleri: M.K.H. (-): Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+):
Pozitif, (++): Kuvvetli pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif.

Gebeligin 20. giintinde plasentada GLUT 4 fetal ve maternal kan hiicrelerinde pozitif
reaksiyon verirken desidual hiicrelerde, dev hiicrelerde, glikojenik hiicrelerde ve
fetal endotel hiicrelerinde negatif reaksiyon gosterdi. GLUT 4 immiinohistokimyasal

boyanmalarinda gruplar arasinda bir fark tespit edilememistir.
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Sekil 4.12. Gebeligin 20. giiniinde sican plasentasinda GLUT4 immiinohistokimyasal
boyanmalari. Kontrol grubu orijinal biiyiitme 10x (a). 20x (b). 40x (c). Stevioside grubu 10x (d). 20x
(e). 40x (f). Diyabet grubu 10x (g). 20x (h). 40x (k). Diyabet+stevioside grubu 10x (I). 20x (m). 40x

(n).
Kontrol, Stevioside, Diyabet ve Diyabet+ Stevioside gruplara ait GLUT4 immiino

boyanma yogunluklar1 semikantitatif olarak degerlendirildi ve Tablo 4.10. ’da

gosterildi.
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20. Gebelik | Des. | Dev | S.T. Gli. H. | L.T. F.E.-H F.K.H. M.K.H
Gilni H. H.

Kontrol - - - - - - +/- +/-
Stevioside - - - - - - +/- +/-
Diyabet - - - - - - +/- +/-
Diyabet - - - - - - +/- +/-

+

Stevioside

Tablo 4.10. Gebeligin 20. giiniinde GLUT4 immiino boyanma yogunluklariin semikantitatif
degerlendirmesi. Desidual Hiicre: Des. H., Dev Hiicre: Dev H., Spongiotrofoblast: S.T., Glikojenik
Hiicre: Gli. H.,., Labirint Dev Hiicre: L.D.H., Labirint trofoblast: L.T., Fetal endotel hiicre: F.E.H.,
Fetal Kan Hiicreleri: F.K.H., Maternal Kan Hiicreleri: M.K.H. (-): Negatif, (+/-): Zayif pozitif, (+):
Pozitif, (++): Kuvvetli pozitif, (+++): Cok kuvvetli pozitif.

4.5. Western Blot Bulgulari

GLUTL, GLUT3 ve GLUT4 Ekspresyonu
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GLUT1 (55 kDa)

Beta aktin (42 kDa)

GLUT3 (48 kDa)

Beta aktin (42 kDa)

GLUT4 (54 kDa)

Beta aktin (42 kDa)

Sekil 4.13. Kontrol, Stevioside, Diyabet ve Diyabet+Stevioside gruplarmna ait GLUT1, GLUT3
ve GLUT4 western bantlart
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Kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina ait 15. ve 20 giin
plasentalarda GLUT1 protein miktar1 western blot metodu ile belirlendi (Sekil 4.14.,
4.14a ve Sekil 4.14b ).15. giine ait plasentalarda kontrol, stevioside ve diyabet
gruplar1 ile diyabet + stevioside grubu karsilastirildiginda, GLUTI1 proteininin,
diyabet + stevioside grubunda diger gruplara gore anlamli olarak azaldigi tespit
edildi (P<0.05). Kontrol, stevioside ve diyabet gruplari arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark yoktu (p>0,05) ( Sekil 4.14a).

20. giine ait plasentalarda GLUTI1 western sonuglarina gore diyabet grubu diger
gruplar ile karsilagtirildiginda diyabet grubunun diger gruplara gore istatiksel olarak
anlamli oranda arttigi belirlendi (P<0,05). Kontrol grubu ile stevioside ve

diyabet+stevioside gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark mevcut degildi

(P>0,05).

GLUTI ekspresyonu her bir grup kendi arasinda mukayase edildiginde gebeligin 15.
ve 20. gilinlinde zamana bagli olarak kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet +
stevoside gruplarina ait plasentalarda istatiksel olarak anlamli artis oldugu tespit

edilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.14. Gebeligin 15. ve 20. giinlinde kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina
ait GLUT1/ Beta aktin protein miktarlar1 goriilmektedir. a: Gruplar arasindaki GLUT1 protein
miktarlarmin karsilastirilmasi b: Giinler arasindaki GLUT1 protein miktarlarinin karsilastirilmas: (*
p<0,05)

GLUT3 protein miktar1 gebeligin 15. ve 20. giinline ait plasentalarda kontrol,
stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplari arasinda (Sekil 4.15a) ve gebelik
giinlerine bagl olarak (Sekil 4.15b) degerlendirildi. Gebeligin 15. giiniinde GLUT3
protein miktar1 stevioside grubu ile diyabet grubu karsilastirildiginda diyabet
grubunda stevioside grubuna gore istatiksel olarak anlamli miktarda arttig
belirlendi (p<0,05). Kontrol, diyabet ve diyabet+stevioside gruplar1 arasinda GLUT3

protein miktarinda istatiksel olarak anlamli fark belirlenmedi (p>0,05).

Gebeligin 20. giiniinde GLUT3 protein miktarinda stevioside grubu diger gruplarla
karsilastirildiginda istatiksel olarak stevioside grubunda anlamli oranda azaldigi
belirlendi (p<0,05). Kontrol, diyabet ve diyabet+stevioside gruplari arasinda GLUT3

ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli fark belirlenmedi (p>0,05).

GLUTS3 protein miktari, her bir grup kendi arasinda mukayese edildiginde gebeligin
15. ve 20. gilininde zamana bagh olarak kontrol, stevioside, diyabet ve
diyabet+stevoside gruplarina ait plasentalarda istatiksel olarak anlamli azalma

oldugu tespit edilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.15. Gebeligin 15. ve 20. giiniinde kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina
ait GLUT3/ Beta aktin protein miktarlari goriilmektedir. a: Gruplar arasindaki GLUT3 protein
miktarlarinin karsilastirilmast b: Giinler arasindaki GLUT3 protein miktarlarinin karsilagtirilmast (*
p<0,05)

GLUT4 protein miktar1, gebeligin 15. ve 20. giiniine ait plasentalarda kontrol,
stevioside, diyabet ve diyabet + stevioside gruplari arasinda (Sekil 4.16a) ve gebelik
giinlerine bagl olarak (Sekil 4.16b) degerlendirildi. Gebeligin 15. glinlinde GLUT4

protein miktari, kontrol ve stevioside gruplari ile diyabet grubu karsilastirildiginda
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diyabet grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak arttigi tespit edildi
(p<0,05). Diger taraftan diyabet ve diyabet + stevioside gruplar arasinda GLUT4
ekspresyonunda anlamli fark belirlenmedi (p>0,05). Gebeligin 20. giiniinde GLUT4

protein miktarinda gruplar arasinda anlaml fark belirlenmedi (p>0,05).

GLUT4 protein miktari, her bir grup kendi arasinda mukayese edildiginde gebeligin
15. ve 20. gilininde zamana bagh olarak kontrol, stevioside, diyabet ve
diyabet+stevoside gruplarina ait plasentalarda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p>0,05).
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Sekil 4.16. Gebeligin 15. ve 20. giiniinde kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina
ait GLUT4/ Beta aktin protein miktarlar1 goriilmektedir. a: Gruplar arasindaki GLUT4 protein
miktarlarimin karsilagtirilmast b: Giinler arasindaki GLUT4 protein miktarlarinin karsilagtirilmast (*
p<0,05)

4.6. Elisa Bulgulari

Kan Serumu Insulin Elisa deney sonuglarma gore 15. ve 20. giinde en yiiksek insiilin
degeri (15. giin 4,92 ng/ml ve 20. giin 9,83 ng/ml) kontrol grubunda tespit edilmistir.
Kontrol grubu hem 15. giin hem de 20. giinde diyabet ve diyabet+stevioside
gruplariyla ve stevioside grubuyla karsilastirildiginda diyabet ve diyabet + stevioside
gruplarinin kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigr belirlendi (p<0,001). Ayni
sekilde stevioside grubuyla kontrol grubu karsilastirildiginda kontrol grubuna gore
stevioside grubunda azaldigi tespit edildi (p<0,05). Gebeligin 15. giinlinde hem
diyabet hem de diyabet + stevioside grubu stevioside grubuna gore istatiksel olarak
anlaml sekilde azalmistir (p<0,001). Diger taraftan gebeligin 15. giinlide diyabet
grubu ile diyabet + stevioside gruplari arasinda istatiksel olarak bir fark yoktur
(p>0,05). Gebeligin 20. giiniinde ise stevioside grubu hem diyabet hemde
diyabet+stevioside grubuna gore istatiksel olarak anlamli sekilde artmistir (p<0,01).
Oysa diyabet grubu ile diyabet + stevioside gruplar arasinda istatistiksel olarak bir
fark yoktur (p>0,05).
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Sekil 4.17. Kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina ait 15. giin ve 20. giin kan
serumu insulin elisa sonuglari. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001)

4.7. Kan Glukoz Olgiimleri

Kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina ait gebeligin 15. ve 20.
giiniinde (Sekil 4.18.) kan glukoz 6lgtimleri degerlendirildi. 0. giinde denecklere
herhangi bir islem uygulanmadigi i¢in tim gruplarda kan glukoz degerleri normal
diizeydeydi. Diyabet ve diyabet+stevioside gruplarina 7. giinde STZ uygulandi ve 2
giin sonra kan glukoz olgtimleri gergeklestirildi. Bu nedenle 9. , 15 ve 20 giinlerde
bu iki grubun kan glukoz degerlerinde kontrol ve stevioside grubuna gore artis tespit
edildi (P<0,001). 15. ve 20. giinde en yiiksek kan glukoz degeri diyabet grubunda
belirlendi. 15. ve 20.giin kan glukoz degerlerinde diyabet ve diyabett+stevioside

gruplari arasinda anlamli fark tespit edilememistir (P>0,05).
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Sekil 4.18. Kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplarinin Gebeligin 0., 9.,15. ve 20.
giinlerine ait kan glukoz 6l¢iim degerleri. Yildiz isareti (*), diyabet ve diyabet+stevioside gruplarinin
kontrol ve stevioside ile olan istatiksel anlamin1 gosterir. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001)
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5. TARTISMA

Diyabet pek ¢ok komplikasyonlara neden olan énemli bir metabolik hastaliktir. Bu

hastaligin tedavisindeki amag, uzun donemli komplikasyonlarin1 6nlemektir.

Plasenta anne ve fetiis arasindaki besin ve gaz degisiminden ve fetiiste olusan atik
maddelerin uzaklagtirilmasindan sorumlu 6nemli bir organdir (Georgiades ve ark.,
2002). Plasenta gebeligin devami i¢in gerekli olan hormonlarin {iretim yeridir. Sonug
olarak, plasentada meydana gelen fonksiyon bozuklugu fetiiste pek ¢ok
olumsuzluklara neden olur (Zhang ve ark., 2008; Damodaram ve ark., 2011 ).
Diyabetli annelerin bebeklerinde konjenital malformasyonlarin goriilme siklig1
normale gore 2-3 kat daha yiiksektir. (Garner, 1995; Kitzmiller ve ark., 1996). Baz1
caligmalarda ise bu oran 3-8 kat daha yiiksek olabilmektedir (Dunne ve ark., 1999;
Schaefer-Graf ve ark., 2000). Tip 1 diyabetli kadinlarin gebeliklerinde Hbalc'nin
yiiksek olmasi fetal malformasyon riskini artirir (Suhonen ve ark., 2000). STZ-
indiikli  diyabetik sicanlarin  fetiislerinde  malformasyonlar  goriilmektedir

(Padmanabhan ve Shafiullah, 2001).

Glukoz memeliler i¢in dnemli bir enerji kaynagidir. Glukozun hiicre i¢ine alinmasi 2
farkli tasiyict sistem (kolaylastirilmis glukoz tasiyicilart ve sodyum bagimli glukoz
tastyicilar)) tarafindan saglanir. Insanlarda 14 tane glukoz tasiyicist oldugu

bildirilmistir (Medina ve Owen, 2002; August, 2010).

Glukoz diger pek ¢ok doku gibi fetiisiin hayatini idame edebilmesi ve gelisebilmesi
icin gerekli dnemli bir enerji kaynagidir. Glukoz tiretimi fetiiste minimal seviyededir
(Kalhan ve Parimi, 2000). Bundan dolayr maternal kandaki glukoz plasentadaki
glukoz tastyicilar: araciligiyla fetiise tasinimi gergeklesmektedir . Sican plasentasinda
GLUT1 ve GLUT3 esas glukoz tasiyici proteinlerdir. GLUT1, glukozun maternal
dolasimdan plasentaya taginimindan sorumludur (Gutiérrez-Torres ve ark., 2015).
GLUT3 ise glukozun plasentadan fetal dolagima tasinimindan sorumludur
(Gutiérrez-Torres ve ark., 2015). Diger bir glukoz tasicist GLUT4 ise insiiline
bagimli olarak c¢alisir ve plasentanin metabolik gereksinimlerinin karsilanmasindan

sorumludur (llIsley, 2000; Lager ve Powell, 2012).
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Stevia Rebaudiana bitkisi uzun zamandir tatlandirict olarak kullanilmaktadir. Stevia
bitkisinin normal sekere gore daha tatli olmasi ve kalorisiz olmasi gibi pek ¢ok
avantajlarindan dolay1 Ozellikle diyabet calismalarinda kullanilmaktadir. Stevia
rebaudiana bitkisinden elde edilen stevioside fare pankreas adaciklarindan elde
edilen hiicrelerde direkt olarak insiilin sekresyonunu artirmistir. Diyabetli hastalarda
kan glukozunu diigiirmiistiir (Curi ve ark., 1986; Gregersen ve ark., 2004).

Calismamizda elde ettigimiz bulgulara gore diyabet grubunda gebeligin 15. giiniinde
fetlis agirliklarinda stevioside grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir azalmanin
oldugu tespit edildi . Kontrol, stevioside ve diyabet+stevioside gruplari arasinda ise
istatiksel olarak anlamli bir fark belirlenmedi. Diyabet ve diyabet + stevioside
gruplarinda 20. giin fetiis agirliklarinda ise hem kontrol hem de stevioside gruplarina
gore istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. Boileau ve
arkadaslarinin yaptig1 caligmada (Boileau ve ark., 1995), gebeligin 20. giinlinde
diyabet grubu fetiis agirliklarinda diyabet grubu kontrole kiyasla istatiksel olarak
anlamli oranda azaldig1 belirlenmistir. Yang Yu ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
(Yang ve ark., 2008), balb-c, c57bl/6, cbc/j ve dba/l fare tiirlerinde fetiis agirliklar
degerlendirilmistir. Kan glukoz degeri 200-300 mg/dl arasinda ise orta seviye diyabet
(Yang ve ark., 2008), >300 mg/dl'den yiiksek ise ciddi seviye diyabet olarak
gruplandirmistir (Padmanabhan and Shafiullah, 2001). Balb-c, c¢57bl/6, cbc/j ve
dba/l fare tiirlerinde yapilan fetiis agirliklari degerlendirmesi sonucunda kontrol ve
ciddi seviye diyabet arasinda anlamli fark belirlenmistir. Ozmen ve arkadaslarinin
yaptigi ¢alismada (Ozmen ve ark., 2014), 40 mgkg STZ ile diyabet grubu
olusturulmustur Diyabet ve kontrol grubuna ait fetiis agirliklar1 gebeligin 14., 16., 18.
ve 20. gilinlerinde degerlendirilmistir. Fetiis agirhiklarinda gebeligin 14. ve 20.
giiniinde diyabet grubunda kontrole gore anlamli bir azalma tespit edilmistir. Giil ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada (Giil ve ark., 2015) ise bizim bulgularimizin tersine
gebeligin 20. giinlinde diyabet grubuna ait fetiis agirliklarinin kontrole gore anlamli
oranda artti@1 belirlenmigstir. Fakat diger calismada gebeligin 14. ve 20. giiniinde
anlamli bir azalis mevcut iken gebeligin 16 ve 18 giinlinde anlamhi bir fark
bulunamamistir (Ozmen ve ark., 2014). Hem bizim yaptigimiz calismada hem de
diger calismalarda (Boileau ve ark., 1995; Yang ve ark., 2008; Korgun ve ark., 2011)
elde edilen sonuglar 1s18inda, term gebelikte diyabetik sicanlara ait fetiislerin

agirliklarindaki anlamli azalma, maternal diyabetin fetiis gelisimini etkiledigi
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yoniindedir. Diyabet+stevioside grubunda ise steviosidin diyabetin fetiis gelisimi

tizerindeki olumsuz etkisini sinirlt dlglide azalttigi ileri siirtilebilir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgulara goére gebeligin 15. giinlinde plasenta
agirliklarinda kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevioside gruplar1 arasinda
anlamli fark belirlenmedi. Gebeligin 20. giiniinde plasenta agirliklarinda diyabet
grubu kontrol, stevioside ve diyabet+stevioside gruplariyla karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu goézlemlendi (p<0,05). Korgun ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada (Korgun ve ark., 2011), gebeligin 15. giiniinde
diyabet grubuna ait plasentalarin agirliklarinin kontrole kiyasla anlamli olarak
azaldig1 belirlenmistir. Ozmen ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada (Ozmen ve ark.,
2014) ise 14 ve 16 giinde diyabet grubunda kontrol grubuna gore plasenta
agirliklarinda azalmalar tespit edilirken 18. ve 20. giinde ise artis belirlenmistir. Bu
calismada da gebeligin 20. giiniinde plasenta agirliklarinda diyabet grubu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli oranda arttig1 tespit edilmistir.
Bizim ¢alismamiz 6nceden yapilan c¢aligmalarla (Boileau ve ark., 1995; Korgun ve
ark., 2011) uyumludur. Gebeligin sonuna dogru diyabetik plasentalarin agirligindaki
artis, diyabetik plasentalardaki yogun glikojenik igeriginden kaynaklanabilir.

Immiinohistokimyal deney sonuglarimiza gére, GLUT1 immiin boyanmalari
plasentanin labirint ve baglant1 zonunda belirlendi. Spongiotrofoblast hiicreleri, dev
hiicreler, fetal endotel hiicreleri ve labirint trofoblast hiicrelerinde GLUT1 immuno
pozitif reaksiyon mevcuttu. Gebeligin 15. giininde GLUT1 immiin boyanma
reaksiyonlar1 kontrol ve stevioside gruplarinda diger gruplara gore labirint trofoblast
hiicrelerinde daha yogun oldugu tespit edildi. Gebeligin 20. giiniinde GLUT1 immiin
boyanma yogunluklar1 en fazla labirint trofoblast ve fetal endotel hiicrelerinde
gozlendi. Western blot yonteminden elde ettigimiz sonuglara gore, 15. giine ait sigan
plasentalarinda GLUT1 protein miktarinda kontrol grubu, stevioside grubu ve
diyabet grubu; diyabet + stevioside grubu ile karsilastirildiginda tiim gruplara gore
diyabet + stevioside grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edilmistir
(p<0,05). Gebeligin 20. giininde GLUT1 protein miktar1 diyabet grubu ile diger
gruplar karsilastirildiginda istatiksel olarak diyabet grubunda diger gruplara gore
anlamli oranda arttig1 belirlendi (p<0,05). Kontrol, stevioside ve diyabet+stevioside
gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark gozlemlenmedi. GLUTL1 protein
miktar1 kontrol, stevioside, diyabet ve diyabet+stevoside gruplarina ait plasentalarda

61



gebeligin 20. glinlinde 15. giine gore tiim gruplarda istatiksel olarak anlaml arttig
belirlendi. Onceki yapilan calismalarda Ogura ve arkadaslarinin yaptigi calismada,
diyabetik fare plasentalarinda gebeligin 12. giininde GLUT1 protein miktarimin
kontrole gore istatistiksel olarak azaldigini belirlemislerdir (Ogura ve ark., 1999).
Diger caligmalarda ise STZ uygulamasindan sonra sigan plasental GLUTI
ekspresyonunda 6nemli bir fark belirlenmemistir (Boileau ve ark., 1995; Korgun ve
ark., 2011; Das ve ark., 1998; Devaskar ve ark., 1994). Bizim g¢alismamizda da
gebeligin 15. giinlinde kontrol ile diyabetik grup arasinda GLUT 1 protein miktari
acisindan bir fark yoktur. Sadece kontrol grubu, diyabet+stevioside grubuyla
karsilagtirildiginda GLUT1 protein miktariin diayabet+stevioside grubunda anlamli
olarak azaldig1 tespit edilmistir (p<0,05). Insan calismalarinda ise diyabetik
plasentalarda GLUTL1 ekspresyonun kontrol grubuna gore arttigi belirtilmistir
(Jansson ve ark., 1999; Gaither ve ark., 1999). Elde ettigimiz sonuglara gore, STZ-
indiiklii diyabetik sicanlarda gebeligin 20. gilinlinde materno-plasental glukoz artimi

gbzlenmistir.

Gebeligin 15. ve 20. giiniine ait plasentalardaki GLUT3 immiinohistokimyasal
boyanmalarinda immuno boyanmalarin plasentanin fetal kismi olan labirint zon’la
siirh kaldigr tespit edildi. Diyabet + stevioside grubuna ait plasentalarda labirint
trofoblast hiicrelerindeki immiin boyanma yogunlugu kontrol, stevioside ve diyabet
grubuna kiyasla azaldigi tespit edildi. Fetal endotel hiicrelerdeki immuno
boyanmalar1 kontrol ve stevioside grubunda benzer iken bu hiicrelerdeki immuno
boyanmalarin yogunluklarinda diyabet ve stevioside gruplarinda arttigr gozlendi.
Fetal endotel hiicrelerindeki boyanma yogunluklar1 diyabet ve stevioside gruplarinda
ayniydi. Gebeligin 15. glinlinde GLUT3 protein miktarinda kontrol grubu ile diger
gruplar arasinda anlamli bir fark mevcut degildi. Stevioside grubu, diyabet grubuyla
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli azalmanin oldugu belirlendi (p<0,05).
Gebeligin 20. giliniinde kontrol grubu ile stevioside grubu arasinda anlamli olarak
azalma mevcut iken (p<0,05) diger gruplar ile kontrol grubu arasinda bir fark tespit
edilemedi. GLUT3 protein miktarinda stevioside grubu hem diyabet hem de diyabet
+ stevioside gruplariyla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli oranda azaldig
belirlendi (p<0,05). GLUT3 protein miktar1 gebeligin ilerlemesine bagli olarak 15
giine kiyasla 20. glinde her bir grup kendisi ile karsilagtirildiginda anlamli olarak
azaldig1 belirlendi (p<0,05). GLUTS3 ile ilgili yapilan ¢alismalarda, GLUT3 protein
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miktar1 diyabet sican plasentasinda kontrole gore artmistir (Boileau ve ark., 1995;
Devaskar ve ark., 1994). Ayrica, GLUT3 proteininin sadece labirint bolgede pozitif
sonu¢ vermesi, bu proteinin fetal glukoz transportunun diizenlenmesinden sorumlu
olabileceginin gostergesidir (Gutiérrez-Torres ve ark., 2015). Elde ettigimiz
sonuglara gore, GLUT3'lin gebeligin daha erken donemlerinde etkili olabilecegi ve

term donemine dogru etkinliginin azaldig1 yoniindedir.

GLUT4 immiinohistokimyasal olarak tiim gruplarda gebeligin 15. ve 20.giiniinde
fetal ve maternal eritrosit hiicrelerinde boyandi.GLUT4 protein miktar1, gebeligin 15.
giiniinde, kontrol ve stevioside gruplar1 diyabet grubuna gore anlamli olarak
azalmistir. Diyabet + stevioside gruplari ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktur. 20. giinde ise GLUT 4 protein miktar1 agisndan gruplar
arasinda bir fark yoktur. Gutiérrez-Torres' in yaptig1 calismada (Gutiérrez-Torres ve
ark., 2015), Balb-c farelerinin plasentalarinda GLUT4 ekspresyonu sinsisyotrofoblast
ve stromal hiicrelerde belirlenmistir. Insan calismalarinda ise GLUT4 intravilloz
stromal hiicrelerinde pozif reaksiyon verdigi belirlenmistir. Diyabetik plasentalarda
GLUTH4 protein miktarinda kontrole kiyasla degisim gozlenmemistir (Xing ve ark.,
1998). Elde ettigimiz sonuglara gore, GLUT4'lin ekspresyonunun sadece kan
hiicrelerinde goriilmesi, bu proteinin plasental ve fetal gelisimde etkinliginin siirh

oldugu yoniindedir.

Kan serumu insulin elisa sonuglarimizdan elde ettiklerimiz sonuglara gore, 15. giinde
insiilin miktar1 en yiiksek kontrol grubunda belirlendi. Kontrol grubu insiilin miktari;
stevioside, diyabet ve diyabettstevioside gruplarina gore anlamli oranda ytiksekti.
Stevioside grubu insiilin miktar1 ise hem diyabet hem de diyabet + stevioside
gruplartyla karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi. Gebeligin
20. gilintindekiki insiilin miktar1 sonuglar1 tiim gruplarda gebeligin 15. giiniiyle
benzerdi. Akbarzadeh ve arkadaglarinin yaptigi caligmada (Akbarzadeh ve ark.,
2007) STZ indiikli diyabetik siganlar ile saglikli si¢anlarin kandaki insiilin miktari
6l¢iilmiis ve kontrol grubunda insiilin miktarinin diyabetik grubu gore yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bir bagka c¢alismada da (Krishna ve ark., 2012) saglikli ve STZ-
indiiklii diyabetik wistar siganlarin kan serumundaki insiilin miktar1 belirlenip ayni
sekilde diyabet grubundaki sicanlarin kan serumundaki insiilin miktarinin kontrole
gore anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir. Bu bulgular bizim g¢aligmamizin
sonuglariyla uyumludur. Ayrica, diyabet grubuna stevioside uyguladigimizda kan
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serumu insiilin miktarinda diyabet grubuna gore artis oldugu belirlendi. Ancak bu

artis istatistiksel olarak anlamli anlamli degildir.

Gebeligin 0., 9., 15., ve 20. giiniinde kan glukoz 6l¢timleri gerceklestirildi. Gebeligin
9., 15. ve 20. giiniinde diyabet ve diyabet + stevioside gruplarinda, kontrol ve
stevioside gruplarina gore anlamli artis oldugu belirlendi. Diyabet ve
diyabet+stevioside gruplar1 arasinda gebeligin 15. ve 20. giinlerinde anlamli bir fark
yoktu. Akbarzadeh ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada (Akbarzadeh ve ark., 2007)
STZ indiiklii diyabetik siganlar ile saglikli sicanlarin kan glukoz ol¢timleri
kargilastirilmistir. Kan glukoz olgiimlerinde saglikli siganlar diyabetik siganlar ile
karsilastirildiginda anlamli oranda azaldigi belirlenmistir. Diyabet grubuna stevioside
uyguladigimizda kan glukoz degerinde diyabet grubuna gbére azalma

gbzlemlenmistir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.

64



6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada, kontrol, stevioside, STZ ile indiiklenmis diyabet grubu ve
diyabet+stevioside gruplartyla galisildi. Calismamizda steviosidenin hem fetal hem
de plasental gelisime bununla birlikte maternal glukoz metabolizmasina etkisi
degerlendirilmistir. Ayrica glukozun hem maternoplasental hem de plasentadan
fetlise taginmasimi saglayan GLUTI1, GLUT3 ve GLUT4 glukoz tasiyicilarinin
immiinolokalizasyonlar1 ve protein miktarlar1 gebeligin erken ve ge¢ donemlerinde

degerlendirildi.
Elde edilen sonuglar agagida maddeler halinde belirtilmistir;

1. Gebeligin 15 giiniinde diyabet grubunda fetiis agirliklarinin stevioside grubuna
gore diisiik oldugu, 20 giinde ise diyabet ve diyabet + stevioside grubundaki
fetiislerin kontrol ve stevioside gruplarina gore diisiik oldugu

2. Gebeligin 15. giiniine ait plasenta agirliklarinda gruplar arasinda fark yokken,
gebeligin 20. giiniline ait plasenta agirliklarinda diyabet grubunun diger gruplara gore
yiiksek oldugu

3. GLUTI protein miktarinin gebeligin 15. giinlinde kontrol, stevioside ve diyabet
gruplarinin diayabet + stevioside grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu, 20.
giinlinde ise diyabet grubunun tiim diger gruplara gore anlamli olarak arttig1

4. GLUT3 protein miktar1 gebeligin 15. giiniinde stevioside grubuna goére diyabet
grubunda yiiksek oldugu diger gruplar i¢in anlaml1 bir fark olmadigi, 20. giiniinde ise
stevioside grubunun tiim diger gruplara gore anlamli olarak azaldig:

5. GLUT4 protein miktarmin gebeligin 15. giinlinde diyabet grubu kontrol ve
stevioside gruplarina goére anlamli olarak artarken, gebeligin 20. giiniinde gruplar
arasinda bir fark olmadig

6. Kan serumunda insiilin miktarinin kontrol ve stevioside grubunda diger gruplara
gore yiiksek oldugu, kontrol grubunun stevioside grubuna gore de yliksek miktarda
instilin igerdigi

7. Kan-glukoz degerinin gebeligin 9., 15., ve 20. glinde kontrol ve stevioside
gruplarinda diyabet ve diyabet + stevioside grubuna gore yiiksek oldugu sonuglarina

varildi.
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