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OZET

Dagh Giil A.S., Oral Karvakrol Uygulamasinin izole Sican Pankreas
Adacik Hiicrelerinde H,0; ile Olusturulan Hasara Karsi Etkileri, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Uzmanhk Tezi, Ankara, 2010. Diabetes
Mellitus (DM), akut ve kronik komplikasyonlari ile tiim diinya populasyonunun
yaklasik % 6’sini etkileyen kronik metabolik bir hastaliktir. DM'ta, pankreas adaciklari
beta hicrelerinden insilin salgilanmasi bozulur, bu durum glikoz intoleransi ve
hiperglisemi ile sonuglanir. Adacik nakli, diyabet tedavisindeki insulin replasman
terapisine alternatif bir tedavi ydntemidir, ancak pankreas adacik hiicrelerinin
izolasyonu ve saflastirimasi sirasinda kimyasal, mekanik hasarlar ve oksidatif stres
olusur. Bircok farmakolojik madde, islemler sirasinda oksidatif strese bagli hiicresel
hasarin 6nlenmesi ve adacik fonksiyonlarinin korunmasi igin incelenmektedir.
Karvakrol, antioksidan, antimikrobiyal, antifungal ve antiinflamatuvar 6zellikleriyle
bilinen bir ugucu yaddir. Bu calismanin amaci izolasyon ©ncesinde oral olarak
uygulanan karvakrolliin sicanlardan nakil amaciyla elde edilen pankreas adaciklari
Uzerine olasi koruyucu etkisini incelemektir. Sicanlara 9 gin karvakrol (20, 40 ve 80
mg/kg/gliin) uygulandiktan sonra pankreas adaciklar elde edildi. Elde edilen
adaciklar 0, 150 ve 300 uM H,0, igeren ortamlarda +4°C'de 15 dakika bekletildi. Bu
islemlerin sonrasinda adaciklarin canlilig floresein diasetat (FDA) ve propidyum iyot
(PI) kullanilarak floresan mikroskop ile dederlendirildi. Bir miktar adack
suspansiyonu lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve apopitoz gostergesi olan
DNA fragmantasyonu analizleri icin saklandi. Sonuglara gére sicanlara 20 mg/kg/gin
karvakrol uygulanmasi H,0O,'in etkisine karsi koruyucu oldu. Karvakrol 20mg/kg/glin
grubunun canlilik oranlari kontrol ve DMSO gruplarina kiyasla anlamli olarak daha iyi
idi (P<0,05). Ayrica, adaciklara 20 mg/kg/gin karvakrol uygulanmasi H,O,’in yol
actigi lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonundan hiicreleri korumustur
(P<0,05). H,O, wuygulanmasi adaciklarin hasara udramasina ve DNA
fragmantasyonuna yol agmistir. 20 mg/kg/gtin karvakrol uygulanan gruptaki adacik
hiicrelerinde ise gok az DNA fragmantasyonu gdzlenmistir. Sonug olarak, karvakrol
tedavisi H,0,'in sebep oldugu adacik hiicre hasarini diizeltmektedir. Ancak, karvakrol
dozu O6nemlidir ve bizim sonuglarimiz 20 mg/kg/glnlik dozun 40 ya da 80
mg/kg/giin dozlarina kiyasla daha etkili oldugunu gostermektedir. Siganlara 20
mg/kg/giin karvakrol dozu uygulanmasi adaciklarin hiicre canlihdini korumustur.
Adacik hiicrelerini erken hasara karsi korumak amaciyla izolasyon islemi éncesinde
dondre karvakrol uygulanmasi Onerilebilir. Ancak, izolasyon islemini ve hicre
canlihdini transplantasyon oncesi iyi hale getirebilmek igin daha ileri arastirmalara
ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas, Langerhans adaciklari, Oksidatif Stres,
Karvakrol.

Destekleyen Kurumlar: DPT Projesi No: 2008K120370.



ABSTRACT

Dagh Giil A.S., The Effects of Oral Carvacrol Treatment Against H,0,
Induced on Isolated Pancreas Islet Cells in Rats, Hacettepe University
Faculty of Medicine, Thesis in Physiology, Ankara, 2010. Diabetes mellitus
(DM) is a chronic metabolic disorder affecting about 6% of population worldwide
with its acute and chronic complications. In DM, insulin secretion from the
pancreatic islet beta cells is impaired, resulting in glucose intolerance and
hyperglycemia. Islet transplantation is an alternative treatment of insulin
replacement therapy in diabetes mellitus, but many chemical, mechanical damages
and oxidative stress occur during isolation and purification of pancreatic islet cells.
Many pharmacological materials are investigated to prevent cellular damage due to
oxidative damage during the process and protect islet function. Carvacrol is a well
known essential oil for its antioxidant, antimicrobial, antifungal and antiinflammatory
properties. The aim of this study is to investigate the possible protective effects of
carvacrol on isolated pancreas islets for transplanting purposes from rats after oral
carvacrol treatment. After carvacrol (20, 40 and 80 mg/kg/day) application to rats,
pancreas islets were isolated. The isolated islets were incubated within 0, 150 and
300 M H,O, containing medium at +4°C for 15 min. Then, the islets were
examined with fluorescein diacetate (FDA) and propidium iodide (PI) mixture for
islet viability by using a fluorescence microscope. A number of islets were stored for
lipid peroxidation, protein oxidation and DNA fragmentation analysis, an index for
apoptosis. According to the results, 20 mg/kg/day carvacrol treatment to rats
prevented against the effect of H,0O,. Carvacrol 20mg/kg/day group had better cell
viability ratio in comparison to control and DMSO groups (P<0,05). In addition,
carvacrol application protected the cells from lipid peroxidation and protein
oxidation induced by H,O, (P<0,05). H,O, caused tissue injury and DNA
fragmentation. Very little DNA fragmentation is observed on islet cells from 20
mg/kg/day carvacrol treated group. In conclusion, carvacrol treatment ameliorates
islet cell injury induced by H,0,. However, the dose of carvacrol is important and
our results suggest that 20 mg/kg/day dose is more effective than 40 or 80
mg/kg/day doses. The islet cell viability is protected with carvacrol 20 mg/kg/day
dosage in rats. Application of carvacrol to the donor before isolation process may be
suggested to protect islet cells from early damage. However, further investigation is
needed to improve the isolation procedure and cell viability before transplantation.

Key words: Pancreas, Islets of Langerhans, Oxidative Stress, Carvacrol.

Supported by DPT Project Nr: 2008K120370.
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1. GIRIS ve AMAC

Tum dinyada 200 milyondan fazla insani etkilemekte olan Diabetes
Mellitus (DM), adacik kaybi ve/veya islev bozuklugu sonucu kan sekerinin
kontrol edilememesi ile tanimlanan kronik bir hastaliktir. DM hastaliginin
etiyolojisinde genetik yatkinlik, otoimmiinite, beslenme aliskanliklari, stres ve
viral enfeksiyonlar gibi bircok etken yer almaktadir. Etiyolojisinde hangi etken

rol oynarsa oynasin sonug, beta hiicre yikimi ve islev yetersizligidir.

Kan glikoz dlizeyinin kontrol edilememesi uzun dénemde aterosklerotik
kalp hastaligi, retinopati, noropati ve nefropati gibi komplikasyonlarin
olusmasina sebep olur. Bu ylizden DM’un tedavisinde 6ncelikle kan sekerinin
dizenlenmesi hedeflenmektedir. Tedavi, genellikle hastaligin baslangig
déneminde oral antidiyabetiklerle; ilerleyen dénemlerde ilaglara cevapsizligin
gelismesi ile beraber insiilin replasman terapisi seklinde yapiimaktadir. Insiilin
replasman tedavisinde her gun belirli araliklarla injeksiyon yapilmasinin
gerekliligi ve fizyolojik geribildirim mekanizmalarinin yetersiz olusu, hastalarin
yasam Kkalitesini olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle replasman tedavisine
alternatif yontemler gelistiriimektedir. Pankreas nakli ve son vyillarda
Langerhans adacik nakli de bu amagla tedavi protokollerinde yerini almaya
baglamistir; ancak adacik izolasyonu ve nakli sirasindaki bazi problemler
insdlinsiz gegirilen dénemin bir veya birkag yilla sinirl kalmasina neden
olmaktadir. Insan beta hiicre serileri, kiiltirde hizla dediferansiye olmalari ve

ozelliklerinin degismesi nedeni ile heniiz nakilde kullanilamamaktadir (1).

Izolasyon, saflastirma ve kiiltir asamalan sirasinda adaciklar basta
oksidatif stres olmak Uzere gesitli streslere maruz kalarak hasarlanirlar. Nakil
oncesi adaciklarin gordiglu zarar ile apoptoz oraninin arttigi ve naklin
basarisinin distligi gosterilmistir (2, 3, 4). Bu nedenle sinirlh sayida elde
edilebilen adaciklarin nakil 6ncesi canllik dizeyleri oldukga ©6nemli bir

arastirma konusu olmustur.

Pankreas beta hicresi, antioksidan savunma sistemini olusturan

superoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerce fakir



oldudu icin serbest radikallere karsi dayaniksizdir (5). izolasyon sirasinda
meydana gelen oksidatif hasara ¢evre ekzokrin dokunun salgiladigi sitokin ve
kemokinlerle olusan inflamatuvar cevabin da eklenmesi ile beta hicrelerinin
apoptozu artmaktadir. Bu yiizden adaciklarin canlihgini etkileyebilecek birgok

antioksidan, antiapoptotik, antiinflamatuvar madde arastiriimigtir.

Karvakrol, antioksidan, antiinflamatuvar, antifungal, antitlimoéral
antispmazmodik, etkileri olan bir kekik ucucu yagi bilesenidir. Karvakrolin
disik dozlarinin insan lenfositlerini, testis ve karaciger hiicrelerini oksidatif

DNA hasarina karsi korudugunu gosteren calismalar mevcuttur (6, 7).

izole edilen pankreas adaciklarn  canliidinin  artirimasi,
transplantasyonda kullanilacak adaciklarin etkili olabilmesini kolaylastiracaktir.
Karvakrol uygulanmasi sonrasi elde edilen adaciklarin degerlendirilmesine
yonelik bir galisma henliz yayinlanmamistir. Bunlardan dolayi, biz de bu
calismamizda sicanlara 9 gun boyunca oral olarak karvakrol verilmesini
takiben izole Langerhans adaciklarinda canlilik, oksidatif hasar ve DNA
fragmantasyonu gibi parametreler ile karvakroliin adaciklar Gzerindeki

muhtemel koruyucu etkilerini degerlendirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pankreas ve Endokrin Fonksiyonu

2.1.1.Pankreasin Morfolojik Ozellikleri

Pankreas, sindirimde, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda,
enerji substratlarinin  kullanimi ve depolanmasinda 6nemli rol oynayan
endokrin ve ekzokrin islevlere sahip bir organdir. Ekzokrin asiner hicreler
sindirim icin gerekli pro-enzimleri sentezler ve duodenuma drene olan duktal
sisteme bosaltir. Ekzokrin doku icinde dagiimis olarak i¢ salgi hiicrelerinden

olusmus Langerhans adaciklari bulunur.

Eriskin  insan  pankreasi, 65-125g adirhdinda, 12-15cm
uzunlugundadir. “Regio epigastica’ ve “regio hypochondriaca sinistra”da yer
alir. “Planum transpyloricum” yiiksekliginde, midenin arkasinda, karin arka
duvarini enine caprazlayarak duodenumdan dalaga dogru uzanir. “Caput

pancreatis” (bag), “corpus pancreatis” (gévde) ve “cauda pancreatis

(kuyruk) olmak Uzere (¢ parcaya ayrilir.

Pankreatik Kanallar

"Ductus pacreaticus” ( Wirsung kanali)

Pankreasi soldan saga dogru caprazlar. Pankreasin kuyruk bolimiinde
bulunan lobuluslara ait kiglk kanallarin birlesmesiyle baglar (8).
Duodenumun ikinci bolimanin ortasi hizasindaki “papifla major duodeni”ye

“ductus choledochus”ile beraber agilir.

"Ductus pancreaticus accessorius”

Mevcut ise pankreas basinin Ust bolimidnl drene eder ve sonra
“aductus pancreaticus’un biraz Ustlinde “papilla duodeni minor” (zerinden
duodenuma acilir. “Ductus pancreaticus accessorius” sklikla “ductus

pancreaticus” ile baglanti kurar (9).



Pankreasin Kanlanmasi

Arterler

Dorsal lob, esas olarak ¢dlyak trunkusun gastroduodenal ve splenik
arter dallan tarafindan beslenirken ventral lob, superior mezenterik arterin

inferior pankreatikoduodenal dallariyla beslenmektedir (10).

Venler

“Vena portae’, “vena splenica” ve “vena mesenterica superior'a

dokdalar.

Lenfatikler

777 \\

Lenf damarlar arterleri izleyerek “nodi lymphatici pancreatici’, “ nodi
lymphatici  pancreaticoduodenales’e ve bu lenf digimlerinden “nodi

lymphatici mesenterici superiore”e, “ nodi lymphatici coeliaci "ye dokular.

Pankreasin sinirleri

"Plexus lienalis” iginde “nervus Vagus”ve “nervi Splanchnic/’'den gelir.
Langerhans adaciklan  (“insulae  pancreaticae”y  6zellikle  kolinerjik

innervasyondan zengindir (8).

2.1.2.Pankreasin Endokrin Islevi ve Langerhans Adaciklan

1869 vyiinda Paul Langerhans, mikroskopla pankreasin yapisini
incelerken, pankreasin dis salgi (ekzokrin) dokusunun iginde yayllmis hicre
kiimelerine rastlamistir. Bir stre sonra Eduard Laguesse, daha sonralari
“Langerhans adaciklar1” diye adlandirilacak olan ve o ddnemde islevleri
bilinmeyen bu hicreler igin, sindirimde roli olan bir salgi Uretiyor
olabilecekleri fikrini 6ne slirmustir. 1889°da Oscar Minkowski, Joseph von
Mering ile birlikte ydrattikleri bir calismada, pankreasin sindirim Gzerindeki
olasi roliinii gosterebilmek igin saglkli bir kdpedin pankreasini gikarmistir.
Bundan birkag glin sonra, kdpegin idrarinin {zerinde sineklerin ugustugu
farkedilmis ve kopegin idrari test edildijinde de iginde seker oldudu ortaya

cikmistir. Bu, pankreas ve seker hastaligi arasindaki iligkiyi ortaya koyan ilk



bulgu olmustur. 1901 yilinda ise, Eugene Opie'nin Langerhans adaciklari ile
seker hastaligi arasindaki iliskiyi acikca ortaya koymasiyla, bir baska 6nemli
adim atilmistir (11, 12).

1916 vyilinda Schafer, pankreatik adaciklardan antidiyabetik bir
hormonun salgilandigini 6éne sirmis ve Latince’de “adad” anlamina gelen
“insuld" olarak isimlendirmistir (13). 1920’lerin baslarinda Frederick Banting
ve John Macleod pankreastan diyabetik hayvanlarin kan sekerini distrebilen
bir madde elde etmeyi basarmiglardir. Diyabetik hastalarda insiilinin

kullanilabilmesi ise 1922 yilinda gerceklesmistir (14, 15).

1923 yili Nobel 6dulleri komitesi insulinin basarili bir bigcimde elde
edilebilmesi ve diyabetin instulin ile tedavi edilebilir hale gelmesi Uzerine
Banting ve Macleod’a Nobel fizyoloji édulind layik gérmuslerdir (11). 1926'da
Abel kristalize insilini, ardindan Jensen ve Evans B-zincirinin N-terminal
fenilalanini hidrolize etmis ve insdlinin protein yapida oldugunu goéstermistir
(16, 17).

2.1.3.Tipik Langerhans Adacik Organizasyonu

Langerhans adaciklari, insulin, glukagon, pankreatik polipeptid ve
somatostatin gibi hormonlari sentezleyerek kapiller dolasima ordan portal
vene bosaltir. Adaciklar pankreasta daginik sekilde bulunur, degisik
buyukliktedirler ve ortalama bir adacik 1000 kadar hicre igerir. Bunlarin
%80'i beta hiicreleridir ve bu hiicreler, adacigin merkezinde, non-beta
hiicreler tarafindan cevrelenmis olarak bulunur (Sekil 2.1). Insan
pankreasinda bir milyon kadar adacik bulunur ve adaciklar, pankreasin

toplam kitlesinin sadece %1’ini olusturur (18).



Kapiller

Delta

Sekil 2.1. Langerhans adaciklarinda tipik hiicresel dagilimin sematik gdsterimi.
Beta hiicrelerinden olusmus bir cekirdek etrafinda dider hiicreler yerlesmistir.

Adacik hicreleri birbirine endokrin hticrelerin ylzeyinde bulunan hiicre
adezyon molekiilleri (CAMs) ile baglidirlar (19, 20). Epitelyal hiicre adezyon
molekilli (Ep-CAM="human pancarcinoma antigen”), adacik gelisiminde,
Ozellikle duktal epitelyumdan adacik benzeri hiicre kiimelerinin olugsmasinda
diizenleyici rol oynamaktadir (21). Ca*?> bagimsiz néral hiicre adezyon
molekuli (NCAM) de organogenez sirasinda hicre tipi farkhlasmasinda
onemlidir. Bu adezyon molekiliniin eksikliginde adacik hiicre dagilimi
rastgele olmakta ve baslangi¢ yapisini kaybetmektedir (22). Beta hicrelerinin
baslangic demetlenmesi, ayrica Ca*? bagimli hiicre adezyon molekiillerinden
(CAM) kaderinlere badlidir. Kaderinlerin yoklugunda, alfa hiicrelerinin

agregasyonu haric olmak Uzere adacik kiimelenmesi yok olur (23).

Adaciklarin kanlanmasi birgok endokrin organda oldugu gibi oldukca
yogundur. Adaciklarin toplam kitlesi tiim pankreasin sadece %1'i olmasina

ragmen, toplam pankreatik kan akiminin %10y adaciklara aittir.



Intraarteriyal olarak glikoz verilirse adacik kan akimi %80'in Ustiine kadar
cikabilir. Ratlarda yagla beraber toplam pankreas kan akimi ilerleyici olarak

azalirken adacik kan akimi artmaktadir (24, 25).

N

Sekil 2.2. Adaciklarin kanlanmasi. Adaciklarin merkezine dogru giden arteriyoller,
kapiller aga donustir ve adaciklarin ¢evresine kani tasiyan ventillere doniisip birlesir
(26).

Kiglk afferent arterler, adaciklarin merkezine gider ve burdan
fenestreli endotele sahip kapiller agina donistr. Bu kapillerler, adaciklarin
cevresine kani taslyan ventillere donisup birlesir, bdylece beta hiicresindeki
instlin  6nce alfa, delta, PP hicrelerinin etrafina gider (Sekil 2.2).
Kanlanmanin bu sekilde olmasi, intersitisyel sivinin ven ydniine tasinmasina
yarar ve beta hiicre yan yiizlerinin glikoz ve diger diizenleyici maddelerle
temasini saglar (parakrin etki). Adacik hormonlari, kapiller dolasimdan portal

vene ve ardindan sistemik dolagima ulagsirlar (27, 28, 29).

Langerhans adaciklari, parasempatik, sempatik ve peptiderjik

innervasyona sahiptir. Ayrica cevre delta hiicreleri dentritiktir ve beta hiicre



merkezine granilli yumrular génderip somatostatin salgilar. Bu da adacigin
kendi icindeki parakrin ve ndrokrin dizenlemesine yardimci olur. Adacik
hiicreleri paralel destelenmis ve salgl granillerini dlizglin bir sira halinde

ayiracak mikrotibul sistemi icermektedir (30).

2.1.4.Pankreasin morfogenezi

Gastrulasyon sirasinda mezoendodermal hiicreler gbé¢ ederek
endodermal ve mezodermal germ tabakalarini olustururlar. Endodermal
hiicreler embriyonun gastrointestinal traktusunu olusturmak Gzere yayilirlar.
Sindirim sisteminin organlari, bu hilicre tabakalarinin anteroposterior ve
dorsal-ventral aksi boyunca uzanir (31, 32, 33). Gastrulasyon sirasinda
duodenal parcanin her iki tarafinda dorsal ve ventral pankreatik tomurcuk
belirir. Dominant ventral tomurcuk safra kanalini takiben doéner, dorsal
tomurcuga yaklasir, ardindan ventral ve dorsal parcalar kaynasir. Ventral
parca, pankreasin basini; dorsal parca, pankreasin govde ve kuyrugunu yapar
(34, 35).

Pankreatik  donlsimiin  gergeklesmesinde  bircok  faktdr  rol
oynamaktadir. Notokord bir seri sinyal proteini saglar ve dorsal pankreasin
organogenesisini baslatir. Transforme edici biylime faktori-beta (TGF-B) ve
fibroblast bliylime faktori (FGF) sinyal yolaklari, notokord kaynaklidir (36).
TGF-B aile Uyelerinden aktivinin, kemik morfogenetik proteinlerin ve retinoik
asidin endodermde pankreatik genlerin ekspresyonunu indikledigi
gosterilmistir. Lateral plak mezodermi (LPM) ise ventral pankreasin dogru
zamansal ve mekansal indiiksiyonunu sagdlar (37, 38). Kalp mezensimi ve 6n-
bagirsak endoderminin arasindaki etkilesimlerin 6n-bagisagin ve karaciger
progenitor hiicrelerinin  farklilasmasini regiile ettigine dair calismalar
mevcuttur. Kalp mezensimi de TGF-B ve FGF sinyallerini Gretir. Bu sinyaller
hem karacijer hem pankreasin farklilasmasi icin gereklidir (39). FGF
sinyallerinin dislk dizeyleri pankreatik gen ekspresyonunu baglatir ve sonik
“hedgehog’ sinyallerini bloke eder. FGF sinyallerinin ylksek dulzeyleri

pankreas induksiyonunu bloklarken “hedgehog’ sinyallerini artirir. Yani



pankreasin olusumu FGF sinyallerinin diistik dozuna ve “hAedgehog’ sinyalinin
inhibisyonuna baghdir (36). Sonraki asamalar sirasinda endodermal tabaka
genigleyip katlanarak tiip benzeri yapilar olusturur. Erken asamalardan farkl
olarak mezensimal sinyaller artik kan damarlarini ve kiiglik vitellin venleri
olusturur. Bir vaskiiler bliylime faktori reseptort olan Flk-1 geninden yoksun

transjenik farelerde, dorsal pankreatik epitel farklilasmasi bozulur (40).

Endodermal paternin konrollinde, endoderm kaynakli organlarin
olusumunda ve pankreasin olgunlasmasinda rol oynayan transkripsiyon
faktorlerinin - bazilari  sunlardir: Hepatik nikleer faktér 1-b (“POU-
homeodomain factor”) (41), hepatik niikleer faktér 3 a-b (“Fox a1”ve “Fox
a2") (42), hepatik nikleer faktor 4a (“forphan niicleer receptor”) (43) ve
hepatik nikleer faktor 6 (“cut-homeodomain factor”) (44), “zinc-finger”
transkripsiyon faktorleri GATA 4, 5, 6 (45).

Erken asamalardaki genler ise pre-pankreatik endodermden salinan iki
transkripsiyon faktoriiyle eksprese edilir: PDX-1 (parahoks homeodomain
faktér) ve HB9 (46, 47). PDX-1'in ekspresyonunun ardindan baska bir
parahoks faktorli olan en ¢ok anterior endodermden ekspresse edilen HB9
gelir. HBS9 ve PDX1'in ekspresyonu baslangic pankreas tomurcuklarinin
olusumunu sadlar. Bu faktorlerin ekspresyonu matiir B hiicreleri tarafindan

reaktive edilir.

Cesitli embriyonik sinyal yolaklari, pankreas organogenezi ve endokrin
hicre farklilasmasini dizenlemektedir. FGF 10, pankreatik tomurcuklar
buytrken gecici olarak pankreatik mesankimden eksprese edilir. Bu da hem
endokrin hem ekzokrin pankreas hticre proliferasyonunu regile eder. Ayrica
FGF reseptorii-2, TGF-B/aktivin sinyali, ekzokrin ve endokrin hiicre
farklilasmasini etkiler (48, 49). “Soluble TGF1-5" dzellikle beta ve PP hicreleri
olmak tzere endokrin hicrelerin farklilagmasini stimule eder. Aktivin endokrin
hiicre diferansiasyonunu etkiler, follistatin (aktivin reseptdr antagonisti)

endokrin hicre farklilasmasini bozar ve ekzokrin hiicre olusumunu tetikler.
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Hicrelerin yapismalari, gdcleri integrinlerle ve de heterodinamik
transmembran proteinleri ile olur. Bdylece endokrin &6ncil hicreler,
endodermal epitelden ayrilip gevreleyen mesenkimdeki komsu hiicre disi
matrikse dogru goc¢ eder (50). Son calismalarda, fetal ve olgun insan beta
hiicrelerinin farkl repertuvarda integrinleri eksprese edebildigi gosterilmistir.
Integrin  kompozisyonundaki degisiklikler, belki fetal hayattaki beta
hiicrelerinin eriskine gore neden daha hareketli oldugunu ve endokrin

hiicrelerin dagiim bigimini aciklayabilir (51).

2.1.5.Bir Pankreas Beta Hiicresinin Yasam Dongiisi

Fetal hayatta beta hiicre kitlesi, hem beta hiicre replikasyonu hem de
duktus farklilasmasi sebebi ile katlanarak artar; apoptoz orani ise disuktir
(52,53). Dogumdan sonra sitten kesilene dek bu biiyliime degeri eriskin
degerlere diismektedir. Ancak en belirgin beta hiicre populasyon déngisi
dogumdan sonraki 3 hafta icinde gorilir. Sicanlarda dogumdan sonraki ilk
10-15 gin icerisinde endokrin pankreasta bir apoptoz patlamasi gorilir
ancak total pankreatik beta hiicre kitlesi pek degismez, yani yeni gelen beta
hiicreleri bu apoptozu kompanze etmeye yeter (54). Benzer bir dalgalanma

insan beta hicrelerinde de gortlmektedir (55).

Beta hicrelerinden akut insulin patlamalari fetal hayatta gerekli
degildir. Clinkli nispeten stabil bir nutrisyonel cevrededir. Dogumdan sonra
beslenmeyle beraber hizli saliveriimeler baslar. Dogumdan sonra IGF-1'in
artmaya, IGF-2'nin ise diismeye basladigi gosterilmistir. IGF-2'nin dogum
sonrasi  dismesinin  apoptoz  dalgalanmasina  katkisi  olabilecegi
disunilmektedir. Cunkld IGF-2 bu hicreler igin yasamsal bir 6nem
tagimaktadir (56).

Fetal 19-20 glinlik sicanda (son fetal evrede) beta hicreleri gesitli
uyarilara cevap vermeye bagslar. Fetal yasam boyunca D-glikoz ve aminoasit
karisimi, beta hicreleri igin gugli uyaranlardir. Aminoasitler, 6zellikle dalli
aminoasitler, beta hiicre proliferasyonunu PHAS-I'in ("phosphorylated heat-

and acid-stable protein regulated by insulin”) fosforilasyonunu uyararak
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gerceklestirir (57). Beta hilicre replikasyonu, blyime hormonu ve prolaktin
reseptorleriyle de stimule edilir (58). Ayrica bliyiime hormonu, hem fetal hem
erigkin adaciklarindan IGF-1 salimini uyarnr. IGFBP (insulin benzeri blytme
faktori badlayici proteinleri) de beta hiicre mitojenik aktivitesinden
sorumludur (59, 60). Bu faktdrlere ek olarak, hepatosit bliylime faktorleri,
epidermal buylime faktord, transforme edici bliylime faktori-alfa (TGF-a) ve
gastrointestinal kanaldan salinan peptidler gibi cesitli polipeptid blytme
faktdrleri de adacik hicre bélinmesini dizenlemektedir. Ayrica glikoz ve
glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) de insulin sekresyonunu ve beta hiicre

mitogenezini uyarir (61, 62).

Erigskin beta hticre yenilenmesi yavastir. Sadece %1'i herhangi bir
zamanda sessiz GO fazindan sirasiyla G1, S, G2 ve M miyotik fazlarina gegip
béllnebilir. Beta hiicresinin ana hilicreden iki yavru hicreye donlsmesi
sicanda 14,9 saat slirmektedir. Bu slire epitelyal hiicre igin 9-24 saat arasinda
degismektedir. Beta hiicre G1 fazi (DNA sentezinden onceki faz), /in vitro 2,5
saat; S fazi (DNA sentezi), 6,4 saat; G2 fazi (premitotik), 5.5 saat; Mitoz fazi,
0,5 saat siirmektedir (63, 64).

Blylime faktorlerinin eksikligi, iskemi, viral, bakteriyel etkenler,
oksidatif stres ve cesitli otoantikorlar beta hiicrelerinin yikimini artirabilir.
Apoptoz esnasinda sitoplazmanin bizlstiigi ve cekirdegin yogunlastigi
goriilir. Bu siirecte hiicre ici Ca*™® seviyesi artar ve kaspaz aktivasyonu
gerceklesir. DNAaz'in aktive olmasi ile beraber DNA fragmantasyonu
meydana gelir. Tip I DM, beta hiicre apoptozunun patolojik olarak arttigi bir
hastaliktir. Glikolipotoksisitenin mitokondrilerde islev bozukluguna yol acarak
reaktif oksijen tirlerinin olusumunu artirdigi ve apoptozu indikledigi
gosterilmigtir (65).
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2.1.6.Insiilin

2.1.6.a. Insiilinin Yapisi ve Sentezi

1950'lerin ortalarinda Sanger’le birlikte insllinin  primer yapisi
kesfedilmistir (Sekil 2.3) (66). Insulin geni, 4 ekzon 2 introndan olusmaktadir
ve preproinsulin yapimini yénlendirir. Preproinsulin, N-ucu sinyal peptidi,
insulin B zinciri, bir baglayici peptid (C-peptid), insulin A zinciri olmak Ulzere 4

ardisik peptid icerir.
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Ser-Arg-Arg-Ala-Gin-Asp-Phe-Val-Gin-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-OH
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Sekil 2.3. Proinsilinin primer yapisi ve aminoasit dizilimi (67).



13

Proinstlinin proteolitik islemi golgi aygitinda ve/veya erken sekretuvar
vezikillerde gergeklesir ve proinsilin grandllli endoplazmik retikulumdan
golgi aygitina transfer edilirken “c¢is” formundan “frans” formuna geger. Bu
gecis sirasinda ATP kullaniimaktadir (68, 69). Proinstlinin parcalanarak
instilinin agiga cikmasinda iki cesit proteaz rol oynamaktadir. Bunlardan biri
tripsin benzeri endoproteaz aktivitesi gosterirken, digeri karboksipeptidaz B
benzeri ekzoproteaz aktivitesi gdstermektedir (70). Bu enzimler sayesinde
siraslyla Arg-Arg ve Lys-Arg birimleri birbirinden ayrilir ve insdlin ile C-peptid
birbirinden ayrilarak vezikiillerde depolanir (71). Insiilinin kristal yapisi, alti
adet insiilin molekiiliinin iki Zn*? atomu etrafinda simetrik bir eksende
birlesmesi ile olusmaktadir. Olusan bu yapi molekil agirhgi yaklasik 36000 D
olan insiilin hekzameridir (insiilineZn*2,) (72) (Sekil 2.4).



14

Hexamer

Manamer

Sekil 2.4. Insiilinin hekzamerik yapisi. Insiilin monomerleri sentezlendikten sonra
once dimer sonra da hekzamer haline doénusur; salgllandiktan sonra ise hizla

dimerlerine ardindan da instilin monomerlerine déntsir (67).
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Insulin ginkoyla birlestiginde salgi graniilleri olgun durumdadir. Cinkolu
insdlin kristalleri graniliin merkezinde, C peptidi ise granil membrani ve
merkez arasindaki bos alandadir (73) (Sekil 2.5).

o secretory vesicle
; containing insulin

©1993 GARLAHD PUBLISHING

Sekil 2.5. Olgun instlin vezikilleri (74).

2.1.6.b. Insiilinin Salgilanmasi

Insiilinin salgilanmasini kontrol eden en 6nemli fizyolojik madde
glikozdur (75, 76). Glikozun beta hiicrelerine etkisi doz bagimhdir ve oral
veya intravenoz glikoz yiliklenmesini takiben doza bagimli olarak insiilin ve C-
peptid diizeyinde yiikselme gézlenir (77, 78). Insiilin salgilanmasindaki artis,
intraventz glikoz uygulamasina gore oral uygulamada daha fazladir (79, 80).
Oral glikoz alimina insiilin cevabinin daha fazla olmasinin glikoz bagimh
instlinotropik peptid (GIP), kolesistokinin (CCK) ve glukagon benzeri peptid-1

(GLP-1) gibi bircok gastrointestinal peptid hormonlarin aracilik etmesinden
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kaynaklanabilecegi disinilmektedir ve bu etki “inkretin etkisi” olarak
adlandirilir (81, 82).

Hicrelerin icine glikoz tasinmasini kolaylastiran 12 glikoz tastyicis
(GLUT) tanimlanmigtir. GLUT1 glikoz tasiyicisi, glikoz igin 1,5-2 mmol/L Km
degerine sahiptir, yani afinitesi yilksektir. GLUT4 insiiline bagimh glikoz
tasiyicisidir (83).

GLUT2 tastyicisinin glikoz icin Km degeri 15-20 mmol/L" dir, yani
glikoza affinitesi diger glikoz tasiyicilarina goére daha disiktir. Bu ylizden
GLUT2, beta htcreleri icin “glikoz sensdri” gibi calsir (84, 85). GLUT2 beta
hiicrelerin arasindaki kanalciklarin yiizeyinde yogunlasmistir. Bu da glikozun
beta hicrelerindeki konsantrasyonunun interstisyel siviyla ayni dlizeyde
olmasina yardm eder (86). Glukokinaz enziminin glikoz icin Km degeri
fizyolojik glikoz konsantrasyon araliginin ortalarindadir ve 150 mg/dL (7
mmol/L) civarindadir (87). Glukokinaz tarafindan glikoz fosforile edilir ve
adaciklarda glikozun kullanilmasi igin ilk basamak gergeklestiriimis olur.
Glikozun fosforile olmasi, glikoz metabolizmasinda hiz kisitlayici basamaktir
(88, 89).

Glikozun glikolitik yolaga girmesi ile piruvat ve laktat olusur. Glikoliz
sonrasl sentezlenen pirtivat ve laktat, insulin salgisi igin uyarandir (90).
Mitokondriyal pirtivat oksidasyonu sonucunda hiicre ici ATP, ATP/ADP orani
NADH-NADPH ve H* konsantrasyonlari artar. ATP/ADP oraninin artmasiyla,
ATP-duyarl K* kanali kapanir. Bu potasyum kanallari, “inward rectifier” K; tipi
kanallarin alt ailesindendir. K;; kanallari 4 alt Unite icerir. Her alt Unite, M1 ve
M2 olarak adlandirilan iki transmembran bélgesi icerir. Uzerinde sulfaniliire
reseptori (SUR1) bulunur (91). SUR1, “ATP binding cassette’ (ABC) ailesi
membran proteinlerinin bir Gyesidir. ATP, bu kanallari kapatir, ADP ise agar
(92, 93). Kir ve SUR1'deki mutasyonlar, infantlarda hiperinsulinemi ve

hipoglisemi ile sonuglanir (94).

ATP-duyarl K" kanallarinin kapanmasi sonucu hiicre iginden digina K*

sizisinin azalmasi, beta hiicresinin depolarizasyonuna ve hiicre ici Ca*?
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seviyesinin artmasina sebep olur (95, 96). Ca*™? seviyesinin hiicre icinde
artmasiyla beraber kullanima hazir halde bulunan instlin iceren vezikiillerin
ekstraseliiler bosluga ekzositozu icin gereken olaylar baslar. Vezikiiller hiicre
zarn proteinleriyle etkilesir ve membranla kaynasir; bdylece hekzamerler
halindeki insilin ve C-peptid salgilanir (97, 98). Glikoz ile uyarilan bir beta

hiicresinden insllinin salgilanmasi, Sekil 2.6'da gdsterilmistir.

Sekretuvar vezikillerle plazma membraninin etkilesiminde beta
hiicresine ait bazi spesifik proteinler saptanmigtir. Vezikiller ile membranin
etkilesiminde  v-SNARES (vezikil membraninda), t-SNARES (hedef
membranda), NSF (“ NV-eti/ maleimid sensitive factor") gibi sitozolik kofaktdrler
de ATP baglanmasina ve hidrolizine yardim ederek ekzositoza yol agmaktadir.
Bunlarin yanisira Rab 3 gibi monomerik G proteinleri ve Ca*? baglayan

protein benzeri sinaptotagmin de gdsterilmistir (99).
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GLUT-2

Glikoz Glukokinaz

P.l' — —> ATP ATP-duyarh
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Insiilin

Sekil 2.6. Bir pankreas beta hiicresinden insdlin sagilanmasinin sematik gosterimi.
Artan glikoz seviyesi ile hiicre igine giren glikoz oksidatif fosforilasyona ugrar. Hiicre
ici ATP/ ADP oraninin artmasi ile kapanan potasyum kanali hicre zarinda
depolarizasyona yol acar. Voltaj duyarli Ca*? kanallarinin aktivasyonu ile beraber

insulin iceren vezikillerin ekzositozu gergeklesir (100).

Insiilin salgilanmasinda glikoz disinda cesitli hormonlar da etkili
olmaktadir. Ornegin asetil kolinin (Ach) beta hiicre yiizeyinde bulunan
muskarinik reseptorlere baglanmasiyla inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) ve
diacilgliserol (DAG) seviyeleri artar ve sonucta artan hiicre ici Ca*? insdilinin
ekzositozuna neden olur. Glukagon, glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve
gastrik inhibitdér peptid (GIP), stimilatdér G proteini (Gs) ile kenetlidir ve
adenilat siklaz aktivasyonu Uzerinden, siklik adenozin 3’-5" monofosfat (CAMP)

dizeylerini artirarak instlin salgisini artirir (101).
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2.1.6.c. Glikozun Insiilin Sentezi ve Salgilanmasina Etkileri

Insiilin salgisinin en énemli uyaricisi glikozdur ve plazma insiilini ile
plazma glikozu arasindaki iliski sigmoidaldir. Plazma glikozu yaklagik 50
mg/dL’nin altina indiginde plazma insilin diizeyi en disuktir. Yaklasik 150
mg/dL’lik plazma glikoz seviyesi yari maksimal insllin salgi cevabini olusturur;
maksimal instilin salgi cevabi ise yaklasik 300 mg/dL’lik glukoz seviyesinde
gerceklesir (30). Normal glukoz toleransindan bozulmus glukoz toleransina ve
hafif NIDDM’e gegcildiginde hiperinsilinemi olusur. Aclik glikoz diizeyi 80
mg/dL'den 140 mg/dL’e yikseldiginde instlin diizeyi normal saglikli bireylere
gore 2-2,5 kat artar. Aclik glikoz diizeyi 140 mg/dL'yi gectiginde ise beta
hiicrelerinin insiilin salgilanmasi daha fazla artamaz ve aglik hiperglisemisi
artikca insiilin salgilanmasi da kademeli olarak azalmaya baslar. Insiilin
salgisinin azalmaya basladigi bu sirada hepatik glikoz Uretimi artmaya
baglayarak aclik glisemisinin ylkselmesine buyik katkida bulunur. 250-300
mg/dL arasindaki aglk glisemi dizeyinde ise insilin salgilanmasi belirgin bir
bigimde azalir (102).

Glikoz, glikolizisi baslatan genleri “upregiile’ eder, beta hicresinde
glukoneogenezi baslatan genleri ise “downregdile’ eder ve protein sentezi icin
gerekli bircok beta hiicresi geninin ekspresyonunu artirir. Ornegin
endoplazmik retikuluma pre-proinsilinin girmesini saglayan reseptor sinyal
tanima  kisminin  gen  ekspresyonunu artinir.  Insulin  mRNA’sinin
translasyonunu ve daha vyavas olmakla beraber insulin geninin
transkripsiyonunu hizlandirir (insilin geninde bir cAMP diizenleyici element ve
ayri bir glikoz dizenleyici element tanimlanmistir). Ancak yuksek glikoza
surekli maruz kalan beta hiicresinde insllin gen transkripsiyonunun

bozuldugu bunun da insiilin sentezi ve sekresyonunu azalttigi gosterilmistir.

Hipergliseminin kendisi hem beta hiicresi lzerine etki ederek insilin
salgilanmasini baskilar hem de periferik dokularda insilinin kullaniimasini
azaltir. Hipergliseminin beta hiicresi zerine olan bu olumsuz etkisine “glikoz

toksisitesi” adi verilmektedir. Serbest yag asitlerindeki artis da glikoza benzer
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sekilde insilin salgisinda artisa neden olmaktadir. Ancak serbest yag
asitlerinin ¢ok yiliksek olmasi halinde de glikoza bagli insilin salgisi engellenir.
Bu durum ise “lipotoksisite” olarak adlandinimaktadir (103, 104, 105).

2.1.6.d. Insiilinin Etki Mekanizmalari

Insiilin, kendi spesifik reseptoriine baglanarak cesitli  biyolojik
cevaplarin olusmasini saglar. Insiilin reseptor (IR) geninden yoksun farelerde
dogumun ilk haftasiyla beraber siddetli diyabetik ketoasidoz gorilmustir
(106). Insiilin reseptdr gen mutasyonlari, reseptoér sentezinde degisiklikler,
islevinde bozulmalara ve siddetli insilin direnciyle iliskili gesitli sendromlara
yol agmaktadir (107).

Insiilin reseptdr sayisinda orta dereceli bir diisme, Tip II DM’lu
hastalarin hiicre ve dokularinin hiperinsulinemiye verdikleri cevapta bir
azalmaya yol acmaktadir (108). Insiilin reseptorii, 19. kromozomun kisa
kolunda bulunan (19p13 bandi) tek bir genden sentezlenir ve plazma
membranina yerlestirilir. iki ekstraselliiler alfa alt {initesi ve iki transmembran
beta alt Unitesinden olusan heterotetramerik bir proteindir. 1971 yilinda
Freychet ve ark.’nin insllin reseptoriini bulmasinin ardindan reseptdrin
tirozin kinaz aktivitesi gosterdigi kesfedilmistir. Insilin ile muamele edilen
hiicrelerde fosforillenen ve insllin reseptér substrat (IRS) adi verilen bir
takim proteinler tanimlanmistir. IRS proteinleri ¢oklu protein yiginlarinin bir
araya gelmesini ve hiicre ici sinyallerin olusmasini sadlar. IRS proteinlerinin
kendisi katalitik etki gbostermemekle beraber cok cesitli etkilesim bdlgesi
bulundurmasi sebebi ile insllin sinyallerinin hiicrelerde gok gesitli sonuglar
dogurmasina neden olur. IRS proteinleri farkli yapilarda olup gesitli dokularda
dagihimlarn degiskenlik gosterir. IRS1 ve IRS2 viicutta yaygin olarak eksprese
edilirken IRS4, timus, beyin, karacier ve bobrekte eksprese edilir. IRS3
kemirgenlerde yad dokusunda bulunmaktadir ancak heniiz insanlarda varligi
gosterilememistir (109, 110). insanlarda IRS5 ve IRS6 da tanimlanmis ancak
heniiz iglevleri tam olarak aydinlatilamamistir (111). Insilinin, insilin

reseptoriiniin alfa alt Unitesine baglanmasi ile reseptérde konformasyon



21

degisikligi olur. Bu degisiklikle beraber reseptor otofosforile olarak adenozin
trifosfat (ATP) badlar ve beta alt Unitesinde intrensek bir tirozin kinaz
aktivitesi baglar (112). Reseptdriin fosforilasyonu, insiline kompleks hiicresel
cevaplarin gelismesi icin gereklidir (113). Hicre ylizeyinde bulunan insiilin
reseptoriine insilinin - baglanmasiyla  baslayan tirozin  bdlgelerinin
fosforilasyonu, hicre icindeki katalizleyici bolgenin aktiflesmesini ve bodylece
hiicre icindeki bir grup IRS proteininin tirozin bdlgelerinin fosforillenmesine
yol acar (114). Fosforillenmis IRS proteinleri, fosfatidilinozitol-3 kinaz (PI3-K)
enzimindeki dizenleyici alt birimde bulunan iki adet SH2 bdlgesine baglanir,
boylece enzimin katalitik alt birimi aktiflesir. Katalitik alt birim,
fosfatidilinozitoliin (PI) fosforillenmesini saglar, béylece PI'dan PI 3-fosfat; PI
4-fosfattan PI 3,4-bifosfat ve PI 4,5-bifosfattan da PI 3,4,5-trifosfat olusur
(115). PI3-K drilnleri sitoplazmada bir takim serin kinazlarla etkilesime
girerek membrana bagll bir sinyal sistemi olustururlar, bu sekilde glikojen
sentezi ve glikoz tasinmasi gibi pek g¢ok islevin diizenlenmesine aracilik
ederler (116).

Glikozun hicre igine tasinmasini  kolaylastiran glikoz tasiyic
proteinlerden GLUT4, insllin ile kontrol edilen glikoz tasiyicisidir ve instline
duyarli dokular olarak bilinen kas, yag dokusu ve kalpte hiicre ici vezikillerde
bulunur. Bu dokulara insllin uyarisinin gelmesiyle beraber GLUT4 iceren
vezikiiller hiicre yiizeyine dogru hareketlenir (117). Insiilin etkisi ile GLUT4'Un
hicre vylzeyine tasinmasina ‘“translokasyon” adi verilir. GLUT4'Un
translokasyonu icin PI 3 kinaz yolaginin aktivasyonu ve TC 10 adi verilen
kiiglik bir G proteinindeki GDP'nin guanozin trifosfat (GTP) ile degistirilmesi
gereklidir (118, 119). Sonucta instline duyarli dokularda hicre igine glikoz

girisi artmis olur.

Insiilin etkilerini, PI3-K yolu disinda ras mitojenle aktiflesen protein
kinaz (MAPK) yoluyla da gdsterir. MAP kinaz ise transkripsiyon faktorlerinden

c-fos ve elk-1'i de aktiflestirerek transkripsiyon aktivitesini artirir, boylece ras
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sinyal yolaginin aktive olmasi DNA sentezi ve mitogenezi uyararak hiicre

buylmesi ve farklilasmasina yol agar (120).
2.1.7.Beta Hiicresi Islev Bozuklugu ve Diabetes Mellitus

2.1.7.a. Diabetes Mellitus’'un Tanimi

DM, periferik insiilin direnciyle beraber pankreas beta hiicrelerindeki
insdlin salgisinin kan sekerini kontrol edememesi halinde ortaya c¢ikan bir
hastaliktir. DM'un altinda oldukca genis patofizyolojik mekanizmalar yatar,
ancak en onemli ortak 6zellik pankreastaki beta hiicrelerinin yetersizligidir
(121).

Insiilin, IGF-1 sistemi ile birlikte embriyonel gelisim sirasinda bedensel
bliylimeyi destekler (122, 123); dogum sonrasinda da pankreas beta
hiicrelerinin, kemik, noéron, retina gibi pek cok dokunun bilylmesini ve
hayatta kalmasini saglar (124, 125). Beta hiicresi islev yetersizliginde,
instlinin  eksikligine bagh birgok doku ve organda islev bozuklugu

gorulmektedir.

Tip I DM, insilin Ureten pankreas beta hicrelerinin otoimmin
mekanizmalarla yikilmasi sonucu gelisen kronik bir hastaliktir. Tip I DM’un
nedeni veya nedenleri halen pek bilinmemektedir. En sik Kuzey Avrupali
beyaz irktan insanlarda goérilmektedir ve hastalik insidansi oranlarinda
cografi bolgeler arasinda 40 kattan daha fazla farklilik olabilmektedir. Diyet,
stres ve virlisler gibi cevresel faktorlerin tip I DM gelisimini etkileyebildigi,
hatta bu faktorlerin temel rolleri oldugu ileri stirllmistir. Tip I DM’a genetik
yatkinhk da s6z konusudur ve HLA DR3, DR4, DQA1*0301, DQA1*0501,
DQB1*0201, DQB1*0302 ile birliktelik gosterir. Tip I DM'un gelismesinde
otoimmiin mekanizmalar sucglanmaktadir. Pankreas adacik hicrelerinde
lenfositik infiltrasyon olmasi (instilit) ve adacik hiicreleri ile reaksiyon veren
oto-antikorlarin varligi otoimmuiniteyi desteklemektedir. Bir zamanlar akut
olarak gelisen bir hastalik olarak gorilmesine karsin, bugiin tip 1 DM'un

dogal seyrinin bir kronik otoimmiin siire¢ oldudu bilinmektedir. Cok sayida
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adacik hticre antijeni, tip I DM ile iliskilendirilmistir. Adacik hiicresi sitoplazmik
oto-antikorlari, ylzey oto-antikorlari, 64, 51, 52, 128, 152 kD oto-antikorlari,
insllin oto-antikorlari, insilin reseptdrleri oto-antikorlari, karbonik anhidraz I-
IT oto-antikorlari DNA topoizomeraz II oto-antikorlari gibi bircok oto-antikor

adacik immunitesinde belirteg olarak gorilmustir (126, 127).

Tip II DM, toplumda en sik gériilen Diabetes Melllitus tipidir. Insuline
bagimli olmayan Diabetes Mellitus (NIDDM) olarak da adlandirilan tip II DM,
polidipsi, politiri, polifaji, kasinti, agirik kaybi gibi klasik belirtiler ile ortaya
cikar, ancak ¢ogu kez uzun bir asemptomatik donemi mevcuttur. Genellikle
45 yas Uzerinde ilk yakinmalar baslar. Cogunlukla ilk tani konuldugunda
retinopati, nefropati, noropati ve aterosklerotik kalp hastaligi gibi kronik
komplikasyonlar vardir (128).

2.1.7.b. Diabetes Mellitus’un Tani Kriterleri
Diabetes Mellitus tanisi icin gereken kriterler sunlardir:

1. DM semptomlarinin gorilmesi (politiri, polidipsi, acgiklanamayan
agirhk kaybi) ve randomize plazma glikoz diizeyinin (giiniin herhangi bir
saatinde 6gline bakilmaksizin dlciilen plazma glisemi degeri) 200 mg/dL veya

Uzerinde olmasi,

2. Aclik plazma glikoz dlizeyinin (en az 8 saatlik tam aglik sonrasi) 126

mg/dL veya Uzerinde olmasi ve

3. Oral glikoz tolerans testi sirasinda 2. saat plazma glikoz dlizeyinin

200 mg/dL veya lzerinde olmasi gereklidir.

Aclik plazma glikoz diizeyi 110 mg/dL altinda olan ve DM agisindan
yuksek risk taslyan bireylerde belirli araliklarla OGTT yapilarak bozulmus
glikoz toleransi veya diyabet aranmalidir. Aglik kan sekeri tek basina tani
kriterini sagliyorsa OGTT'ne gerek yoktur. Eger hastada semptomlar yok veya
hafif ise ve glisemi tani sinirlarini zorluyor ise OGTT gerekebilir. Bozulmus

glikoz tolerans tanisi icin de OGTT'ne gerek vardir. Amerikan Diyabet Birligi
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(ADA) tarafindan verilen tani kriterleri ile de aclik plazma glikozuna gére tani
konulabilmektedir (129).

Glikoz Toleransinin Siniflamasi (ADA)

1-Aclik plazma glikozu

Normal: 110 mg/dL'nin altinda olmasi

Bozulmus aclik glikozu: 110-125 mg/dL

DM: 126 mg/dL veya (lizerinde olmasi

2-OGTT sirasinda 2. saat plazma glikozu:

Normal: 140 mg/dL'nin altinda olmasi

Bozulmus glikoz toleransi: 140-199 mg/dL

DM: 200 mg/dL'nin lizerinde olmasi

2.1.7.c. Diabetes Mellitus'un Tedavisi

1922 yilinda instlinin Banting, Best, Collip ve Maclead tarafindan
tedavide kullanilmasi ile DM artik hemen &ldiren bir hastalik olmaktan gikip
kronik bir hastalifa doéniismiistir. Ilk insilin (¢oziinebilir-regiiler insiilin)
preparatlarinin etki slreleri c¢ok kisaydi ve biyidk hacimlere gerek
duyulmaktaydi. 1930'lardan sonra protein kimyagerleri, etki sliresini uzatmak
ve tedaviyi kolaylastirmak icin regller insilinde degisiklikler yapmislardir.
Sonugta protamin ¢inko insilin (PZI), nétral protamin Hagedorn (NPH) ve
izofan insllin, globin insllin, Lente serisi (SemiLente, Lente, Ultralente)
gelistirilmistir (130). Gelistirilen bu insllinlerin etki sdreleri géz 6ninde
bulundurularak giinliik tedavi protokolleri belirlenmistir. Insiilin replasman
tedavisi, glisemik kontrolii saglamak ve komplikasyonlarin gelismesini

geciktirmek amaciyla halen yaygin bir bicimde kullaniimaktadir.

1980 yilindan beri glisemik kontroll iyilestirmek amaciyla, subkutan

insilin  pompas! araciligi ile insilin replasmani, tedavide yer almaya
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baslamistir. Pompalarda kullanilan instlin analoglari, regiler insuline gore

daha iyi glisemik kontrol saglamaktadir (131).

DM’'un baslangic asamasinda insllin  replasman rejimlerine
baslanmadan o©nce diyet ve silfoniliire tlrevleri, miglitinidler, biguanid
tirevleri, a-glikozidaz inhibitdrleri, inslline duyarlastiricilar, aldoz rediiktaz
inhibitdrleri gibi oral antidiyabetikler ile tedavi dnerilmektedir. Ilag ve insiilin
tedavilerine alternatif olarak pankreas ve Langerhans adaciklarinin nakli de

uygulanmaktadir.

2.1.7.d. Pankreas Transplantasyonu

Pankreas transplantasyonu ilk kez 20 Aralik 1893 yilinda Dr. Watson-
Williams ve cerrah arkadasi Mr. Hansant tarafindan Bristol Royal kliniginde
Ingiltere’de yapilmistir. Ug parca taze koyun pankreasi, 15 yasinda bir
diyabetik erkek hastanin subkutan6z dokusuna transplante edilmis; gegici bir

diizelme olmasina ragmen gocuk 3 giin sonra olmustir (132).

Ik klinik vaskiilarize pankreas nakli, William Kelly ve Richard Lillehei
tarafindan 1966’da Minnesota Universitesi'nde bdbrek nakliyle es zamanli
olarak “duct-ligated segmental graft” seklinde yapilmistir (133). 1980’lerin
ortalarina dogru cerrahi tekniklerin gelismesiyle ve yeni immunosupresyon
yaklagimlarinin elde edilmesiyle bu islem yayginlagmistir. 2002 yilinda 1875
transplantasyonun 1417’si ABD'de 458'i diger yerlerde iken bu rakam 2003
Haziran'da tim dinyada 19.600e ulasmistir. ABD’de  pankreas
transplantasyonunun maliyeti, hastane masraflari dahil olmak tzere 80.000
USD ile 120.000 USD arasinda degismektedir (134). Pankreas nakli en sik
eszamanl pankreas-bobrek transplantasyonu, 2. siklikta bdbrek sonrasi
pankreas ve son olarak tek basina pankreas transplantasyonu seklinde
yapilmaktadir (135).

Nakil sonrasi organ reddini 6nlemek amaci ile imminsupresan
tedaviler uygulanmaktadir, ancak bu ilaglarin yan etkileri oldukca fazladir

(136). Antirejection terapi olarak ilk dénemlerde azatiyoprin ve prednizon
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kullaniliyorken, 1980'lerin ortalarinda kombinasyona siklosporin eklenmistir.
1990°'dan sonra takrolimus ile mikofenolat mofetil ve prednizon
kombinasyonu baglamig, sonralari T hiicre sayisini azaltan antikorlarla
indiksiyon terapisi standart hale gelmistir. Steroidlerin yan etkilerinden dolayi
steroidsiz protokoller gelistiriimeye caligsiimaktadir. Takrolimus/mikofenolat
mofetil ve takrolimus/sirolimus kombinasyonlari gibi ilaglar bunlar arasindadir
(137).

2.1.7.e. Adacik Transplantasyonunun Diabetes Maellitus

Tedavisindeki Yeri

DM’un tedavisinde dogal insiilin kaynaklarini kullanmak icin, kok hiicre
calismalari yapilmakta ve klinikte de tim pankreas ve adacik nakli
uygulanmaktadir; ancak tim pankreas nakli hem daha buiyik bir cerrahi
islem gerektirmekte hem de hastalara ekzokrin doku aktarimi yapiimaktadir.
Adacik naklinin daha basit ve daha az komplikasyonlu olmasi sebebi ile adacik

nakline olan ilgi glin gegtikge artmaktadir.

Rodentlerde ilk basarili adacik transplantasyonu adacik izolasyonunda
kollagenaz enziminin kullanima gegmesi sayesinde mumkin olabilmistir.
1970-1980'ler arasinda hayvan modelleri insanlara uyarlanmaya caligiimistir.
1977 yiinda Najarian ve ark. tarafindan azatiyoprin ve kortikosteroidler
kullanilarak yapilan nakil, sican denemelerinden sonraki ilk basarih klinik

adacik nakli olmustur (138).

1998 yilina dek alicilarin %61'inin nakil isleminden 1 yil sonraya kadar
insulinden bagimsiz hale gelebildigi rapor edilmistir. Hastalarin yarisindan az
bir bolimi de 2 yil silireyle insulinden bagimsiz duruma gelebilmekteydi
(139). Ancak 2000 yilinda Edmonton protokoli olarak adlandirilan ve
kortikosteroid kullaniimadan dlslk doz takrolimus/ sirolimus uygulanarak
yapilan immunsupresif tedavi rejiminin gelistiriimesi ile 1 yillik insilinsiz
yasam %?100’e gikmustir. 3 yillik instlinsiz yasam %50 civarinda iken 5 yilda
bu oran %10’a dismektedir (140, 141).
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Adacik islevinin iyi olmasi sadece instlin cevabini degil ayni zamanda
hipoglisemideki glukagon sekresyonlarini da dlzeltmektedir. Bdylece,
diyabetik hastalarda cok sik karsilagilan tekrarlayic siddetli hipoglisemik
ataklarin 6nlenebilmesi de adacik nakli sayesinde muimkin olabilmektedir
(142, 143).

2.2. Primer Sican Adaciklarinda ve Beta Hiicre Serilerinde Hiicresel

Canlihik Degerlendirme Yontemleri

2.2.1.Primer Adacik Hiicrelerinde Canlihk Degerlendirme

Yontemleri

2.2.1.a. Floresan Boyamalar

Adacik hiicre canlihdini degerlendirme yontemleri ¢ok degisken
olmakla beraber genellikle floresan mikroskopi teknikleri kullanilarak
hicrelerin apoptoz, nekroz ve canlilik dizeylerinin belirlenmesi tercih
edilmektedir. Konfokal mikroskop kullaniminin intakt adaciklarda calisma
imkani vermesine ragmen halen birgok arastirmaci hiicreleri aynistirarak
calismay! tercih etmektedir. Ancak ayrnistirma islemi sirasinda uygulanan
mekanik ve enzimatik islemlerin hiicrelerin canliligini ve islevlerini degistirme
riski vardir. Hicrelerin ayristinimasi igin tripsin-EDTA’l sollisyon icinde inklibe
edilen adaciklara hafifce pipetaj yapilir. Apoptoz &lgimid igin floresan
CaspACE substratlarn eklenip karanlkta inklbe edildikten sonra floresan
mikroskop altinda yaklagik 1000 adet hiicre sayilarak apoptotik hicrelerin

yuzdesi belirlenir.

CaspACE ile apoptoz oraninin belirlenmesine alternatif bir diger
yontem de Annexin V-Cy3 ve 6-carboxyfluorescein diacetate (6-CFDA) ile
apoptotik, nekrotik ve canli hiicrelerin tayin edilmesidir. Adacik hicrelerinin
ayristinlmasi ve boyanmasi icin CaspACE ydntemindekine benzer islemler
uygulandiktan sonra canli hiicreler yesil, apoptotik olanlar ortasi yesil plazma
membrani kirmizi bir cember seklinde, nekrotik hticreler ise tamamen kirmizi

olarak izlenir.



28

Canlilik tayini icin kullanilan bagka floresan boya karisimi da propidyum
iyodiir (PI) ve floresein diasetattir (FDA). Olii hiicreler PI ile yesil 1sik
eksitasyonu altinda turuncu-kirmizi renkli floresans verirken canli hicreler
floresein diasetat boyasini alarak mavi Isik eksitasyonunda vyesil renkte
izlenirler. Akridin oranj da oli hicreler icin floresein diasetat’a alternatif
olarak kullaniimaktadir (144, 145, 146).

2.2.1.b. islev Degerlendirmeleri

Adaciklar izole edilirken ve kiltiirde beklerken iglevlerinin bir kismini
kaybetmektedirler. Glikoz veya arginin ile stimile insulin, proinsilin ve C-
peptid dlzeyi Olgimleri ile adacik islevleri hakkinda fikir sahibi olmak
mumkunddr. Bu yontemde yuksek ve disuk glikoz konsantrasyonlarina sahip
RPMI medyumu ile adaciklarin inklibe edilmesi sonucu ELISA testi yapilarak
inslilin degerleri 6lglillr. Yiksek glikoz érneklerinden elde edilen deger, dislk
glikoz konsantrasyonundaki insiilin degerine bdliinerek stimilasyon indeksi
(SI) hesaplanir. Saglikli ve iyi nitelikteki adaciklarin SI degeri 5 veya daha
fazladir (147).

2.2.2.Klonal Insiilinoma Hiicre Serilerinde Canlilik Olgiimleri

2.2.2.a. Vital Boyama

Vital boyama, hiicre canlihiginin belirlenmesinde kullanilan oldukca
kolay ve hizli yontemlerden birisidir. Tripan mavisi standart laboratuvar
mikroskoplarinda kolaylikla incelenebilen bir boya oldugu igin rutin
degerlendirmelerde tercih edilmektedir. Olii hiicreler %0,04'liik tripan mavisi
ile mavi olarak izlenirken canli hlicreler boyanmamis olarak goérilir ve 6li
hiicrelerin toplam hiicre populasyonuna orani tayin edilir. Iyi kalitedeki taze

adacik preparatlarinda %90’in Gizerinde canhllik beklenmektedir (148).
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2.2.2.b. Methanethiosulphonate (MTS)-Bazli Proliferasyon

Yontemi

MTS (veya bir varyanti olan MTT) yodntemi hiicre canliiginin veya
hicre proliferasyonunun gdéstergesi olarak kullaniimaktadir. Ancak MTS'nin
ayni zamanda mitokondrial dehidrojenaz aktivitesini de o6lcmesi sebebiyle
hiicre canhhginin sadece indirekt gostergesi olarak kabul edilmektedir. “96-
well plate’ icinde inkibe edildikten sonra ELISA plak okuyucu ile 490 nm

absorbansta okunarak canli hiicrelerin orani 6lgulir (149).

2.2.2.c. “Flow" Sitometrik Yontemler

Hicre 6limi sirasinda DNA'da siklikla yariklanmalar meydana gelir ve
DNA yiksek molekil agirlikli formdan distik molekdl agirlikh forma geger. Bu
degisim, “flow" sitometri ile monitorize edilebilir. DNA fragmantasyonu
genellikle apoptozun kaniti olarak ele alinsa da bu durum igin spesifik

degildir, nekrozda da ortaya cikabilir.

DNA fragmantasyonu tayini icin PBS igindeki %?70lik etanol ile
sabitlenen hicreler propidyum iyot ile boyanir ve 37°C'de 30 dakika inklibe
edilir. Inkiibasyonu takiben érnekler “flow” sitometrik yontem ile incelenir ve
hiicrelerin siklus durumuna goére bir PI yodunluk histogrami elde edilir.
Hicreler bir alt GO/G1 toplulugu icinde DNA fragmanlari seklinde belirir.
Sonuglar GO/G1 disinda S ve G2/M fazlarina gore de elde edilebilir.

DNA fragmantasyonu, farkh floresan boyalar kullanilarak da
Olgllebilmektedir. PI kullanimina ek olarak Anneksin V veya floroforlarla
konjuge olan FITC gibi boyalar da tercih edilmektedir. Bu yontem, erken ve
gec apoptotik hcrelerin ayirdedilmesine imkan vermektedir. Hucreler
Annexin V-FITC ve propidium iodide ile oda sicakliginda, karanlkta 15 dakika
inkiibe edildikten sonra “flow’ sitometrik yontemle incelenir. Saglam hiicre
topluluklari hem PI hem de Annexin V ile (-); gec apoptotik veya nekrotik
hiicre topluluklari hem PI hem Annexin V ile (+); erken apoptotik stirecteki

hiicre topluluklari ise Annexin V (+), PI (-) olarak izlenmektedir (150).
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2.3. Karvakrol

2.3.1.Ucucu Yaglar Hakkinda Genel Bilgi

Ucucu yaglar, bitkilerden veya bitkisel ham maddelerden, su veya su
buhar distilasyonu (damitma) yolu ile elde edilen, oda sicakliginda sivi halde
olan ancak acgikta birakildigina gaz haline gecen, kuvvetli kokulu ve yagimsi
karisimlardir. Oda sicakliginda buharlasabildiklerinden "ugucu yag", genellikle
glzel kokulu olmalar ve parfimeride kullaniimalar nedeniyle "esans” gibi
isimlerle anilirlar (151). Ucgucu yadlar, suda c¢oziinmezler ancak organik
coziicllerde kolaylikla ¢oziinebilirler. Su ile kansmadiklar icin yag olarak
tanimlansalar da sabit yaglardan farkhidirlar (152). Ozellikle bitkilerin cicek ve
meyvelerinde daha yogundurlar ancak diger bdlimlerinde de bulunabilirler
(153). Kimyasal yapilarinda en blylk grubu terpenler olusturmaktadir.
Bununla birlikte az miktarda alkoller, aldehitler, esterler, fenoller, azot ve
kikart iceren bilesikler de bulunmaktadir. Terpenlerin oksitlenmesi ile
meydana gelen oksijenli tlrevler koku, tat verici ve tedavi edici 6zellikteki

maddelerdir.

Terpenler, (CsHg), formiliine uyan hidrokarburlerdir. Terpenler, mono
veya diterpen iginde yapilanmis olabilir. Grup yapilarina, cift bag igerip
icermemesine, oksijen ilavesinin olup olmamasina godre gesitlendirilir.
Yeryliziinde yaklasik 1000 cesit monoterpen oldugu tahmin edilmektedir.
Timol ve karvakrol, monoterpenoidler ya da izoprenoidler gibi siniflardan

sentezlenmektedir (154).

2.3.2.Ucucu Yaglarin Elde Edilme Yontemleri

Ucucu yag eldesi icin 1300'li yillarin basinda Ispanya ve Fransa'da
distilasyon metodu gelistirilmis, 1550'li yillara gelindiginde yeni teknikler
uygulanmaya baslanmistir (155).

Distilasyon Yontemi

Distilasyon, sivilarin kaynama noktalarindaki farklardan yararlanilarak

gercgeklestirilen bir ayirma islemidir. Kaynama noktasi dislik bilesikler, az
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miktarda da kaynama noktasi yiksek ve suda ¢dztinen bilesikler bu yontemle

elde edilmektedir.

Distilasyon ydntemleri, su distilasyonu, buhar distilasyonu ve vakum
distilasyonu olmak (lizere lce ayrilmaktadir. Su distilasyonu yontemi,
sogutucu ile irtibatlandirilan bir cam balon igerisinde su ve bitki materyalinin
2-8 saat sire ile kaynatilarak, su buhar ile birlikte hareket eden yag
molekdillerinin  sogutucuda yogdunlastinip sudan ayristirimasi esasina
dayanmaktadir. Buhar distilasyonu, taze bitkiler igin uygulanmaktadir. Bu
yontemde cam kap igerisine vyerlestirilen taze bitki materyaline basing
yardimiyla uygulanan buhar, yag damlaciklarini da beraberinde siiriikleyerek
toplama kabina getirmekte ve yag burada yodunlastirilarak sudan
ayristinimaktadir. Vakum distilasyonu, kaynama noktalar yiksek olan
bilesikleri elde etmek amaciyla sicakhigi artirmak yerine basinci diistirmek

temeline dayanan bir yontemdir (156).

Avristirma Yontemi

Bitkisel materyalin organik ¢Oziculer iginde ¢o6zilmesi ile elde

edilmektedir.

Es zamanli Distilasyon-Ayristirma Yontemi

Buharla distile edilen materyalin cam balonun igerisinde ayrn bir
bélime hareket edip ¢bziicu ile karnstirilmasi esasina dayanan bir yontemdir
(157, 158).

Mekanik Yontem (Presleme)

Limon ve portakal gibi bazi turuncgillerin kabuklarindaki ugucu
bilesikle, distilasyon yontemi uygulandiginda bozulmaktadir. Bu gibi
meyvelerin kabuklari bez bir torbaya koyularak soguk hidrolik preslerde

sikilarak ucucu yaglar elde edilebilmektedir (159).
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2.3.3.Kekik ve Temel Ugucu Yag Bilesenleri

Turkiye'de farkl bitki ttrleri “kekik” adiyla adlandirilip kullanilmaktadir.
Bu bitkilerin bir kisminin Thymus cinsine ait olmasina karsilik, bazilari
Lamiaceae familyasinin Origanum, Satureja, Majorana ve Thymbra cinslerine
dahildir (160). Turkiye'de ticarette kullanilan ve ™ kekik yagi” adi altinda
satilan yadlar Origanum cinsinin tirlerinden ve 6zellikle de O. onites ve O.

vulgaréden elde edilmektedir.

Kekik ugucu vyagi (oleum thymi), kekik yapraklarindan buhar
distilasyonu yodntemi ile elde edilir. Fenolik yapidadir ve yliksek miktarda
karvakrol (%60-92), daha az miktarda timol (%1-14) ve dider ugucu yag
bilesenlerinden (p-simen, linalool, borneol, beta-phellandren, trans-
sabinenhyd, cis-sabinenhidrat, alfa-gama terpinen) olugsmaktadir. Karvakrol,
kekik olarak adlandirilan bitki tirlerinde ciceklenme déneminin sonunda en
yuksek miktarda bulunur (161).

Karvakrol (2-hydroxy-p-cymeneisopropyl-o-Cresol), Tlrkiye ekonomisi
icin biylk deger tasiyan kekik ucucu yagdi temel bilesenidir ve kekik yadi
kalitesini belirleyen en dnemli monoterpenik maddedir. Gida endustrisinde
cok yaygin bir bicimde tat ve koku verici, antibakteriyel ve gida koruyucu
etkilerinden dolay! kullanilmaktadirlar. Cesitli gidalarda 0,1 ppm’den 30 ppm

konsantrasyonlara dek bulunabilmektedir (162).

Karvakrol (CioH140), 150,21 g/mol molekiil agiriginda, seffaftan soluk
sarlya kadar degisebilen renkte, antimikrobiyal, antifungal, antihelmintik,
insektisidal, analjezik, antioksidan ve antispazmodik etkilere sahip bir ugucu
yagdir. Kimyasal yapilari ve vicuttaki etkileri timol ile biylik benzerlik
gostermektedir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Karvakrol ve timolin kimyasal yapilari (163).

Karvakrol alkol, eter ve gok az olarak da suda ¢6ziinebilir. Kaynama
noktasi 237-238°C, pH" 3,9'dur. Oral alimi takiben kan, gayta ve idrarda 2
saatten yaklasik 48 saate dek Odlcllebilen 7 metaboliti mevcuttur ve bu
metabolitler oral allimdan 72 saat sonra tamamen vicuttan temizlenmektedir
(164).

2.3.4.Karvakroliin Etkileri

Antimikrobiyal, Antihelmintik, Antifungal Etkileri

Eschericia col, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium, Candida
albicans, Aspergillus niger, Penicillium sublateritim, Penicillium canescens,
Penicillium steckii gibi birgok mikroorganizma ile yapilan calismalarda
karvakrolln &ldartct etkisi gosterilmistir. Karvakrolin 1mM’den 3 mM'e
kadar degisen konsantrasyonlardaki varhgr Bacillus cereus kiiltiirde 30
dakika icinde yok etmektedir. Karvakrol, Basillus cereus membraninin H™ ve
K* gibi katyonlara gegirgenligini artirarak olduriici etkide bulunmaktadir
(165).

Timol ve karvakrol tek baslarina veya kombinasyon halinde oral infektif
hastaliklarin tedavisinde oral bakteriler (zerine inhibitdr etkileri sebebiyle

kullanilmaktadir (166). TUrkiye'de yetisen origano (Origanum onites) ugucu
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yaglarinin Lepidoptera lizerinde larvisidal etkilerini arastirmak lizere Cetin ve
ark.’nin yaptiklari bir calismada en toksik komponentin karvakrol oldugu

gosterilmistir (167).

Antitimoral Etkileri

Zeytinoglu ve ark.’nin kiglk hicreli disi akciger kanseri hicre
serilerinde karvakrolln etkilerini arastirmak amaciyla yaptiklar bir calismada
karvakroliin kanser hicreleri Uzerine oldukca gulcli bir inhibitér etki
gosterdigi bulunmustur (168). Karvakrol /n vitro fare B16 melanoma
hicrelerinin ~ blylmesini  baskilamaktadir  (169). N-ras  onkogen
mutasyonunun  aktivasyonu ile indlklenerek Jjn wvitro kosullarda
kanserlestirilen myoblast hucreleri Uzerine karvakrolin inhibitdr etkileri
bildirilmistir (170).

Antiinflamatuvar etkileri

Karvakroliin antienflamatuvar etkiler gosterdigi 1989 yilinda Lorente ve
ark. tarafindan bildirilmistir (171). Origanum vulgare ugucu yadlar ile yapilan
bir galismada timol, karvakrol ve trans-sabinen hidratin THP1 makrofajlarinda
TNF-a, IL-1B ve IL-6 sitokin sentezini azaltarak antiinflamatuvar etkiler

gosterdigi bulunmustur (172).

Antioksidan ve Antilipidemik Etkileri

Kekik ugucu yagdlarinin antioksidan etkilerini arastirmak amaciyla
yapilan bir calismada V79 Cin hamsterleri akciger fibroblast hiicreleri 1-100
MM timol ve karvakrol ile inkiibe edilmis ve doz bagiml olarak artan
antioksidan aktivite gézlenmistir (173). Karvakrol ve timoliin 0.1 mM ve daha
disik konsantrasyonlari oksidatif DNA hasarina karsl insan lenfositlerini
korumaktadir. Fenolik bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlari (0.2 mM) ise
hiicre ylizeyine hidrofobik olarak baglanip oksidatif hasari tetiklemekte ve

plasma membranini daha frajil bir hale getirmektedir (174).

Thymbra spicata ekstraktlarinin, yiiksek yag iceren diyetle indiiklenen

hiperkolestrerolemili farelerde kontrole gére plazma, total kolesterol (TC),
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trigliserit (TG), dlsik dansiteli lipoprotein (LDL) ve malondialdehit (MDA)
konsantrasyonunu distrdigl gosterilmistir.  Ayni calismada 7. spicata
ekstraktinin hepatosteatozdan koruyucu etkisi ve antioksidan etkileri de
gosterilmis; bu durum &zellikle karvakrolle iliskilendirilmistir (175). icme suyu
ile 7 giin boyunca sicanlara 30 ve 60 mg/kg/gun ve 14 glin boyunca 15 ve 30
mg/kg/glin dozunda verilen karvakroliin H,O, (0-250 pM) ile oksidatif olarak
hasarlandirilan testis ve karaciger hicreleri Uzerinde DNA hasarindan

koruyucu etkisi gdsterilmistir (6).

DM ve Karvakrol

Altmig giin boyunca glinde bir adet Satureja khuzestanica ekstrakti
iceren tablet verilen tip 2 DM’lu hastalarin TC ve LDL duzeyleri bazale gore
disuk, yuksek dansiteli lipoprotein (HDL) dizeyleri ise yliksek bulunmus; kan
glikozu, TG ve kreatinin seviyelerinde ise fark bulunamamistir (176).
NIDDM'lu hastalarda Labitae ailesinden yiliksek miktarda éjenol ve karvakrol
iceren bir tlr olan O. sanctum pudrasinin 1 ay boyunca alinmasiyla yapilan
bir calismada kan glikozunda anlaml bir disme (%20,8), TC, LDL, VLDL
dizeylerinde de belirgin azalma kaydedilmistir (177).

Karvakroliin Diger Etkileri

Insan ve kopek ventrikiler kardiyomiyositlerinde karvakroliin
konsantrasyon bagimli olarak (10-1000 uM) L-tipi Ca** kanallarini inaktive
ettigi bildirilmistir (178). Normotansif sicanlara intraperitoneal olarak 100
Mg/kg verilen karvakroliin kalp hizini, sistolik ve diyastolik kan basinglari ile
ortalama arteriyel kan basincini disilirdigu gosterilmistir. Karvakrol ile izole
sican aortasinda vyapilan calismada CaCl, ve fenilefrin ile indiklenen

kasilmalari inhibe ettigi bulunmustur (179).

Karvakrol ve 6jenoliin doz bagimli olarak Th1 hiicrelerinde intraseliiler
Ca™? mobilizasyonunu ve mitojenle aktive edilen protein kinazlarin (MAPK) alt

grubundan olan p-38‘in fosforilasyonunu stimule ettigi bulunmustur (180).
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Izole kobay ileum diiz kasi (zerinde antispazmodik etkileri
gosterilmistir (181). Kobay trakeasinda gliclii gevseme yaniti ortaya cikardig
ve bu gevsetici etkinin beta 2-adrenerjik, histaminerjik, muskarinik
reseptorler lizerinden olmadigi bildirilmistir (182). Aydin ve ark.’nin izole sican
mide fundusu, duodenum ve ileumu Uzerinde saf karvakroliin asetilkolin ile
indiiklenen kasilma cevaplarina herhangi bir etkisinin  bulunmadigi

gosterilmistir (183).

Ojenol, timol, karvakrol gibi fenolik bilesiklerin giiclii bir sekilde
prostaglandin sentez inhibisyonu yaptigi gosterilmistir (184). Karvakrol
lipofilik bir bilesik olmasi sebebi ile deride stratum korneum Ulzerine etki
ederek derinin gegirgenlik katsayisini yikseltmistir (185). Karvakrol insan
dermal fibroblast hiicrelerinde AP-1 aktivasyon yolagini kullanarak tip-I
kollajen gen ekspresyonunu indiiklemektedir. Bu etkiyi hiicre ici Ca*?

seviyesini artirarak yapmaktadir (186).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Diizenegi

Deneylerde 40 adet, 22 haftalik Wistar Albino (280+30 g) erkek sican
kullanildi. Deneyler, Ankara Numune Egitim Ve Arastirma Hastanesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (Protokol No0:2009/5) izin alinmasindan
sonra, Pankreas Huicre Arastirmalari Laboratuari’nda yapildi. Sicanlar standart
12 saat karanlik 12 saat aydinlk, havalandirmali, sabit oda sicakliginda olacak
sekilde kafeslere yerlestirildi. Hayvanlar standart pellet yemi ve musluk suyu
kullanilarak beslendi. Deneyler siresince yerel etik kurulca istenilen tim

taahhtlere uyuldu.

Her grupta 8'er hayvan olacak sekilde siganlar randomize olarak segildi
ve gruplar olusturuldu. Canhllik analizleri igin kontrol ve dimetil silfoksit
(DMSO, AppliChem) uygulanilan gruplarnn yaninda 3 farklh dozda karvakrol
(Sigma-aldrich, W22,450-K) grubu olusturuldu: 20, 40 ve 80 mg/kg/gln.
Tim maddeler mideye kadar ulasilan 6zel orogastik igne ile 9 giin boyunca
her sabah, glinde bir kez 0,3 cc olacak sekilde oral olarak uygulandi.
Karvakrol, %5’lik DMSO iginde ¢ozuldi ve Ug¢ ayn dozda (20, 40 ve 80
mg/kg/glin) uygulandi. DMSO grubuna %5’lik DMSO, kontrol grubuna ise

0,3’er cc fizyolojik tuzlu su oral olarak verildi.

Gruplardaki sicanlarin pankreaslarn 9. gtinde cikarldi ve her iki siganin
pankreas! tek bir tlipte birlestirildi. Pankreaslarin izolasyon ve saflastirma
islemlerine tabi tutulmalarindan sonra saf adacik hicreleri elde edildi. Her
gruptan elde edilen hiicreler sayildiktan sonra 0, 150 ve 300 uM H,0, igeren
ortamlara birakilarak hilicrelerde oksidatif hasar olusturuldu. Deney sonunda
bu hiicreler floresan mikroskop altinda incelenerek canliliklari degerlendirildi.
H,0, ile olusturulan oksidatif hasara karsi canllik degerlendiriimesinde (g
farkli karvakrol grubuna gore analizler yapilarak, karvakrol dozu konusunda
karar verildi ve diger analizlerimiz en yiliksek canllik oraninin gorildigiu 20
mg/kg/giin dozundaki karvakrol grubu ile vyapildi. Oksidatif hasarin

gostergeleri olan protein karbonil (PC) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri,
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Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji A.D. Laboratuvari’nda
degerlendirildi. DNA hasarini dederlendiren DNA fragmantasyon analizleri,

Zekai Tahir Burak Hastanesi Genetik Laboratuvari’'nda yapildi.
3.2. Pankreas Adacik Izolasyon Prosediirii

3.2.1.Kimyasallarin Temini ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Pankreasin cikariimasi ve saflastiriimasi sirasinda uygulanan protokol,
rodentlerden pankreas adacik izolasyon metodlarindan uyarlanarak
yapilmistir (150, 187).

3.2.1.a. Izolasyon soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Sollisyon A

500 mL “Hank's Buffered Salt Solution Medium” (HBSS, Lonza, BE10-
527F) icine 50 mL fetal sigir serumu (FBS, Lonza, DE14-801EH), 5 mL
penisilin/ streptomisin (Lonza, DE17-602E), 5 mL L-glutamin eklenir ve

+4°C'de saklanir.

Soliisyon B

500 mL “Roswell Park Memorial Institute Medium” (RPMI-1640, Lonza,
BE12-702F) igine 50 mL FBS, 5 mL Penisilin/streptomisin, 5 mL L-glutamin

eklenir ve +4°C'de saklanir.

3.2.1.b. Kollagenaz’in Hazirlanmasi

Kollegenazin tek kullanimhdi igin, 1000 mg’lik kollagenaz V (Sigma-
aldrich, C9263-1G) esit miktarda 5 tipe ayrilir, tzerine 50 mL HBSS ilave

edilir.

3.2.1.c. Ditizon (DTZ) Boyasinin Hazirlanmasi

10 mg DTZ (Sigma-aldrich, D5130-10G) ile 5 mL DMSO karistirihp
uzerine 25 mL HBSS eklenir, 0,4 pm’lik filtreden gegirildikten sonra ependorf

taplerine alinir ve — 20 °C'de saklanir.
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3.2.1.d. Dansite Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

“FicolF1077" (Biochrom, L6113) islem sirasinda her tipte 5'er cc

olacak sekilde kullanilir.

3.2.1.e. Hidrojen peroksit iceren RPMI'in hazirlanmasi

3,1 pL HyO,, 100 mL solisyon B'ye eklenerek 300 pM H,0;
konsantrasyonu elde edilir. 300 uM H,0; 'lik sollisyondan 20 mL alinarak esit
hacimde soliisyon B’ye eklenir ve 150 uM H,0, konsantrasyonu elde edilmis

olur.

3.2.2.Pankreasin Cikarilmasi

Ketamin (60-80 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg) karisimi her sicana
0,3-0,4 mL olacak sekilde verildi. Abdominal bdlge etanol (%70) ile
spreylendikten sonra yukari dogru kesildi. Karaciger gazli bez arasinda gogiis
kafesine dogru alindi. Ductus belirlendi ve duodenuma acilan kismi (ampulla
vater) klemplendi. Karacigere yakin bir noktadan duktusa cgentik atildi. 10
mL’lik vidali enjektére 8 mL kollegenaz V ¢ozeltisi alindi. Enjektére 10 cm’lik
PES50 kateteri takildi ve kateter duktusa vyerlestirildi. Kollagenaz enzim
soliisyonu yavasca verilerek pankreas sisirildi. Islem bitince gogis kafesi
altindan girilerek kalp kesildi. Pankreas hizla diger dokulardan ayrilarak 50
mL'lik falkon tipe alindi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Pankreas dokusunun cerrahi olarak c¢ikarilma asamalari. A) Sican
pankreasininin kollagenaz V enzimi ile sisirilmesi. Resimde sari ok ile kandlin girig
yeri olan pankreatik kanal gdsterilmektedir. B) Tum dokulardan ayrilan pankreas
dokusu 50 mL’lik falkon tipe alinirken gérilmektedir.
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3.2.3. Adaciklarin Saflastirilmasi

Pankreas 37°C'de su banyosunda 19 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda falkon tlip 35 mL ye kadar solisyon A (HBSS) ile tamamlandi. 15
saniye hizli bir sekilde tip alt Ust edildi ve 1300 rpm, yavas frende 3 dakika
santrifij yapildi. Slpernatani atildiktan sonra peletler pipetajla kinldi.
Santriflij ve pipetaj islemi bir kez daha tekrarlandiktan sonra pelet
siispansiyonu 450 um’lik celik elekten siizilerek huni yardimiyla yeni bir 50
mL'lik falkon ttipe alindi. Eski falkon tip, celik elek ve huni sollisyon A (HBSS)
ile yikanarak tekrar 50 mL'ye tamamlandi. Adacik hicrelerinin yilkanmasi igin
1300 rpm, yavas frende 3 dakika santrifij yapildi. Stpernatani atildiktan
sonra pelet 50 mL'ye kadar RPMI/FBS ile tamamlandi. Yikama islemi bir kez
daha ayni sekilde tekrarlandi ve tim peletler bir falkon tlipte birlestirildi. Pelet
suspansiyonu 3 adet 15lik falkon tiipe 5'er mL olacak sekilde bdlindi. Yavag
frende, 1400 rpm’de 5 dakika santriflij yapildi. Stpernatani atildiktan sonra

tlpler ters gevrilerek peletler iyice kurutuldu.

Dansite asamasi icin lzerine 5 mL'ye kadar “ficolF1077" eklenerek
vortekslendi. Uzerine 14 G'lik igne ucu ile 5er mL serumsuz RPMI eklendi.
2400 rpm’de, +10°C'de 20 dakika frensiz santrifije edildi. Dansite farki
nedeniyle orta kissmda toplanan adaciklar pastor pipeti ile alinip baska bir 50
mL'lik tapte birlestirildi. 1400 rpm, yavas frende 4 dakika santriftij yapild.
Soliisyon B'den 25 mL eklenip 1400 rpm‘de, yavas frende 4 dakika santrifiij

yapildi ve bu islem bir kez daha tekrarlandi. Boylece saf adaciklar elde edildi.

3.3. Pankreas Adaciklarinin Sayimi

Adacik hiicrelerindeki insulin granillerine spesifik bir boya olan ditizon
(DTZ), hicrelerin 6zgln kirmizi bir renk ile boyanmasina yol acgarak, acik
kahverengi renk alan ekzokrin hiicrelerinden kolaylikla ayirt edilmesini saglar.
DTZ boyasl, insulin molekiillerinin merkezindeki ginkoya baglanan bir cinko
selasyon ajanidir. Adaciklar, boyutlari farkli olan kiclk capta hicrelerin

olusturdugu 50 pm’den kiiclik gruplar ile 350 pm’den biyik kimelerdir.
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Adaciklar yassi degil, 3 boyutlu yapilardir ve boyutlari ile sekilleri degiskenlik

gosterir. Adacik hacmi, capin kiipi ile yaklasik olarak orantilidir.

Adacik sayimi icin saflastinimis adaciklarin Gzerine 50 mL RPMI
eklenerek yeniden slispansiyon haline getirildi. Kullanim &ncesi sterilize
edilmig, 1 mL'lik displasman pipeti ile numune alinip 35 mm boyutunda dlgekli
petri kabina konuldu ve 6rnek Uzerine 100 yL DTZ eklendi. Boyama igin 3-4
dakika beklendi. Isik mikroskobu ile x10luk blyitmede her bir adacik
boyutuna gore gruplandi ve gruplarin getelesi tutuldu. Bir aksi digerinden
belirgin olarak daha buiyik olan adaciklar icin iki aksin ortalamasi hesaplandi.
Saryo vidalarn tek bir yonde hareket ettirilerek yeni bir alana ilerletildi ve
adaciklar bu alanda sayllmaya baslandi (Sekil 3.2). Tum petri kabi sayildi,
ayni kiimeleri saymamaya, kap Uzerinde alan atlamamaya ve sayim sirasinda
adaciklarin yerini degistirmemeye dikkat edildi. Grupta bulunan her boyuttaki
adacik sayisi uygun IEQ faktoriyle carpildi ve tim boyut gruplar toplandi.
Ornek diliisyonuna gére diliisyon faktérii de hesaba katildi (188).



43

Sekil 3.2. Isikk mikroskobunda DTZ boyasl ile boyanmig adaciklar. A) x10°luk
blyltme ile B) x10luk blyttme ile C) x20'lik blytitme ile D) x40k blyttme ile.

3.4. Adaciklarin H;0; ile Muamele Edilmesi

Adacik suspansiyonu 3 adet 15 mL'lik tiipe esit hacimde bolinip 1400
rpm’de, yavas frende, 4 dakika santriflij yapildi. Supernatan tamamen
uzaklastinldiktan sonra altta kalan adaciklar 3’er cc 150 ve 300 pM H,0; ile 35
mm’lik petri kabina alinarak +4°C’de 15 dakika bekletildi. Bekleme siresinin
sonunda adaciklar yikanmak Uzere 15 mL'lik tlplere alindi ve 2 kez 15 cc
sollisyon B ile tamamlanarak 1300 rpm, 3 dakika yavas frende santriflije

edildi. Adacik stispansiyonundan d6rnek alinarak floresan boyama ile canlilik
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analizi yapildi. Kalan hiicreler iki ayrn ependorfa ayrilarak -80°C'de oxidatif

hasar ve apopitoz (DNA fragmantasyonu) tayini igin saklandi.

3.5. Pankreatik Adacik Canliiginin Propidiyum Iyot (PI) ve Floresein
Diasetat (FDA) Kullanilarak Floresan Mikroskop ile
Degerlendirilmesi

Hicre canlihginin degerlendirildigi bu yontemde ayni anda canli ve 0l
hiicrelerin goriilmesini saglayan iki reaktif kullanildi: propidiyum iyot (PI,

Sigma-aldrich, P4170) ve floresein diasetat (FDA, Sigma-aldrich, F7378-10G).

PI, nikleik asitlerle etkilesime giren floresan bir boyadir. PI, canli olmayan

hiicrelerin gegirgen hlicre membranlarindan DNA arasina girerek turuncu-

kirmizi renkli floresan (uyarilma dalga boyu= 536 nm, emisyon dalga boyu=

617 nm) veren bir boyadir. FDA, canl hicrelerin sitoplazmalarini boyayarak

mavi 1sik eksitasyonu altinda (490 nm) yesil floresans vermektedir.

Bir tablet PBS, 100 mL steril deiyonize su iginde ¢ozlilerek PBS stok
solusyonu hazirlandi ve etiketlenerek + 4°C'de saklandi. PI stok sollisyonu
hazirlamak igin 6.346 mg PI 100 mL PBS’de ¢dzlinerek hazirlandi ve +4 °C'de
saklandi. FDA stok sollisyonu icin 1mg FDA 100 mL aseton icinde ¢6zlldi ve
etiketlenerek — 20°C de saklandi. 1 mL’lik PI/FDA calisma solisyonunun
hazirlanmak igin 1 mL’lik ependorf icinde 42 pL PI stok solusyonu, 28 uL FDA
stok sollsyonu ile 930 pL PBS stok solusyonu karstirildi ve etiketlenerek
kulanilana kadar +4°C'de karanlk bir ortamda saklandi. Adaciklarin floresan
boyalarla boyanmasi igin 1 mL hticre sispansiyonu alinpp 60 mm’lik petriye
konuldu. Karanhk ve nemli bir ortamda 50 pl PI/FDA calisma solisyonu
petriye eklendi ve 90 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Adaciklar, floresan
altinda incelendiginde canli hiicreler, FDA boyasi ile mavi eksitasyon isig
altinda yesil renkte; 6li hicreler, PI boyasi ile yesil eksitasyon 1sidi altinda
turuncu-kirmizi renkte izlendi (189). Adaciklarin resimleri gekilerek Matlab
programinda yazilimi yapilmis renk analiz kodu yardimi ile canli olan

hiicrelerin orani belirlendi.
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3.6. Lipit Peroksidasyonu ve Protein Oksidasyonu Analizi

Huicrelerin icinde bulundugu sispansiyona 0,2 mM pH: 7,4 olan Tris-
HCl tamponundan eklendi. Ardindan homogenizatér (Homoeginezer-721296,
USA) ile 4000 rpm, 3 dakika sire ile homojenize edildi. Homojenattan lipit
peroksidasyon indeksi olan malondialdehit (MDA) ve protein oksidasyon
gostergesi olan protein karbonil analizleri yapildi. Homojenatta her grup icin

ayri protein analizi yapildi (190).

Esterbauer ve Cheeseman’in metoduna goére calisilan MDA, asidik
ortamdaki tiyobarbittirik asit ile 95°C'de reaksiyona girmesi prensibine
dayanmaktadir (191). Reaksiyon sonunda spektrofotometrik (Shimadzu, UV-
1800, Kyoto, Japan) olarak 532 nm dalga boyunda kdre gore alinan
sonuglarin bu dalga boyunda tiyobarbitiirik asit reaktif Griinlerinin verdigi

ekstinksiyon katsayisina gore hesaplandi.

Protein oksidasyonu gostergesi olan protein karbonil miktar 2,4
dinitrofenilhisrazinin ~ karbonil  gruplari  ile  reaksiyona girip 2,4-
dinitrofenilhidrazona dodnlisme reaksiyonu esasina dayanmaktadir (192).
Reaksiyon urlini 360 nm dalga boyunda Olglilerek ekstinksiyon katsayisina
gore hesaplamalar yapilmistir. Triklor asetik asit ekelenen homojenatlar
11000 rpm de 4 dakika santrifiije edildi. Stpernatan kisminin dékilmesinden
sonra tortu kismi tizerine HCI icinde hazirlanan 2,4-dinitrofenilhidrazin eklendi
ve oda sicakiginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon triklor asetik asit ile
durduruldu ve etanol-etil asetat c¢ozeltisiyle yikandiktan sonra NaOH
cozeltisinde 37°C'de c¢oziilerek 360 nm'de kore karsi spektrofotometrede
okundu. Sonuglar 360 nm dalga boyundaki ekstinksiyon katsayisina gore
(€=22000) hesaplandi.

3.7. DNA Fragmantasyonu Tayini

Pankreas dokusundan DNA izolasyonu igin Roche High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche, 11 796 828 001) kullanildi ve (Uretici
firmanin talimatlarina uyularak elde edilen DNA'lar toplama tiipline aktarildi.

Apoptoz DNA ekstraksiyonu igin ise Apoptotic DNA Ladder Extraction Kit
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(Biovision, K170-50) ile uygulama yapildi. Elde edilen DNA'lar %1’lik agaroz
jelde 80 V akimda katottan anoda dogru 90 dakika yiritildd. Sire sonunda
elektroforez tankindan cikarilan jel transilliminator zerine yerlestirilerek elde
edilen goriintl cihazin kamerasi vasitasi ile bilgisayara aktarildi ve kaydedildi
(150).

3.8. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizlerde Windows uyumlu SPSS 15.0 programi
kullanildi. Tim gruplar kendi iglerinde Shapiro-Wilk testi ile dagilim agisindan
incelendi. Tim gruplarda normal dagiim gorilmesi Uzerine karsilastirma
analizlerinde parametrik testler kullanildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda
ANOVA ve iki grubu birbirleriyle karsilastirmada Post Hoc testlerden LSD (en
kiicik anlamh fark analizi) ile anlamlilik test edildi. P<0,05 olan sonuglar

anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalamazxstandart sapma olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Floresan (PI/FDA) Boyama ile Canlilik Diizeyleri
Kontrol, DMSO ve 3 farkh karvakrol dozu uygulanan gruplarda 0, 150
ve 300 pmol H,0'e maruz birakilmalar sonrasinda PI/FDA floresan boyama

ile adaciklarin canhhk dizeyleri % olarak Tablo 4.1'de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Deney gruplarinin canlilik ytzdeleri.

0 |.IM HzOz 150 |.IM HzOz 300 |.IM HzOz

Kontrol 7864+ 7,50 69,13 +12,422 70,25+ 8,35°
DMSO 73,77 £8,74 61,07 +£12,31% 56,08 + 11,88°
Karvakrol 20mg/kg 87,22 +6,42 78,68 +£8,59% 80,72 +8,69°
Karvakrol 40mg/kg 84,45 +£848 79,48 £9,27 73,45+ 11,69 2P
Karvakrol 80mg/kg 73,19 + 10,81 67,41 + 11,72 58,60 + 11,69 @°

a; 0 uM H,07’e gore anlaml farkls,
b; 150 uM H,0;’e gbre anlamli farkli,

P karsilastirma tablosu

Kontrol ile DMSO A.D. < 0,005 < 0,001
Kontrol ife Karvakrol20 < 0,005 < 0,005 < 0,005
Kontrol ife Karvakrol40 < 0,005 < 0,005 A.D.

Kontrol ife Karvakrol80 < 0,005 A.D. < 0,005
DMSO ile Karvakrol20 < 0,001 < 0,001 < 0,001
DMSO ile Karvakrol40 < 0,001 < 0,001 < 0,001
DMSO ile Karvakrol80 A.D. A.D. A.D.

Karvakrol20 ife Karvakrol40 A.D. A.D. < 0,005
Karvakrol20 ile Karvakrol80 < 0,001 < 0,005 < 0,001
Karvakrol40 ile KarvakrolS0 < 0,001 < 0,001 < 0,001

A.D,; Anlamh dedil.

0 UM Hy0, konsantrasyon dizeyinde kontrol, DMSO, karvakrol 20,
karvakrol 40, karvakrol 80 gruplari birbirleriyle kiyaslandiginda, DMSO
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grubunun canliik dizeyi (73,77 + 8,74), kontrol (78,64 + 7,50) ve karvakrol
80 (73,19 = 10,81) grubuna gdére farkl bulunmamasina karsilik (2~>0,05),
karvakrol 20 (87,22 £+ 6,42) ve karvakrol 40 (84,45 + 8,48) gruplarina gore
disik bulundu (P<0,05). Karvakrol 20 ve karvakrol 40 gruplarinin canhhk
dizeyleri arasinda fark bulunamadi ancak diger gruplara gore canlilik
dizeyleri anlamh olarak yiksekti (P<0,05). Karvakrol 80 grubunun canliligi,
DMSO grubu disindaki tiim gruplarin canliiina goére disik bulundu
(P<0,05).

150 uM H,0, konsantrasyon dlizeyinde DMSO grubu (61,07 + 12,31)
ile karvakrol 80 grubu (67,41 £+ 11,72) arasinda fark goérilemedi. ancak
DMSO grubunun canhlik dizeyi kontrole (69,13 = 12,42), karvakrol 20 (78,68
+ 8,59) ve karvakrol 40 (79,48 £ 9,27) gruplarina gére disukti (P<0,05).
Karvakrol 20 ve karvakrol 40 gruplarinin canliik dizeyleri arasinda 150 uM
H,0, konsantrasyon seviyesinde de fark bulunamadi ancak diger gruplara
gore canhlik dizeyleri anlaml olarak ytksekti (P<0,05). Karvakrol 80 grubu
ile kontrol ve DMSO gruplari farkli bulunmazken, karvakrol 20 ve karvakrol 40

gruplarinin canliligina gore distikti (P<0,05).

300 pM H,0, konsantrasyon seviyesinde de DMSO grubunun canlilik
dlzeyi kontrole (70,25 + 8,35), karvakrol 20 (80,72 = 8,69) ve karvakrol 40
(73,45 £ 11,69) gruplarina goére disuk bulundu (P<0,05); DMSO grubu
(56,08 + 11,88) ile karvakrol 80 grubu (58,60 = 11,69) arasinda fark
bulunamadi. Karvakrol 20 grubunun canhligi tim gruplara gore yiliksekti
(P<0,05). Karvakrol 40 ile kontrol grubu arasinda anlamh fark bulunamadi,
karvakrol 20 grubuna goére canliik diizeyi dustik, DMSO ve karvakrol 80
gruplarina gore de anlaml yiksek oldugu gorildi (P<0,05). Karvakrol 80
grubunun canhlk dizeyi DMSO disindaki tim gruplara gére disiuk bulundu
(P<0,05).

Gruplar H,O, dizeylerine gore dederlendirildiginde kontrol, DMSO,
karvakrol 20 gruplarinin 150 pM H,0, konsantrasyonlarindaki canlilik diizeyi

H,0, icermeyen ortamdakine gore anlamh disik bulundu. Buna karsilik 150
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ile 300 uM H,0, konsantrasyonlarinin canlilik diizeyleri arasinda anlamlh fark
bulunamadi. Karvakrol 40 ve karvakrol 80 gruplarinin 0-150 puM H,0,
konsantrasyonlarinda anlaml fark bulunamadi ancak 0-300 pM H,O, ve 150-
300 pM H,0, konsantrasyonlarindaki canhlik dlizeyleri arasindaki fark
anlamhiydi (P<0,05). Canliik dizeylerinin gosterildigi grafik Sekil 4.1’deki
gibidir. Kontrol ve 20 mg/kg/gin dozundaki karvakrol grubunun floresan
mikroskop ile gekilmis resimleri ve canlilik analizi érnekleri Sekil 4.2 ve Sekil

4.3'te verilmigtir.

100'00 & & % canlll'k
*& ax&

90,00 '3
80,00 -
70,00 -

m Kontrol
60,00 -

m DMSO
50,00 - ® Karvakrol 20 mg/kg
40,00 - m Karvakrol 40 mg/kg
30,00 m Karvakrol 80 mg/kg
20,00 -
10,00

0,00

0 pmol 150 umol 300 umol
H,0,

a; 0 uM H,07’e gore anlam farkls,
b; 150 uM H,0;’e gore anlamli farkls,
*; Kontrole gore anlaml1 farkls,

&; DMSQO’ya gore anlamli farkl

Sekil 4.1. Floresan boyama ile canlilik diizeylerinin grafigi.
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Original Green Color Image: 0h202-e0002 jpg Original Red Color Image: Oh202-e0003 jpy

Green Image Compaonent: % 76.9897 Red Image Component: % 23.0103

Original Green Color Image: 300h202-0002.jpg Original Red Color Image: 300h202-0003.jpg

Green Image Component: % 57.1505 Red Image Component: % 42.8495

B

Sekil 4.2. PI/FDA ile boyanmig kontrol grubu adacik resimleri. Sol Ustteki resimler
FDA ile yesil boyanmis canl hiicreleri, sag Ustteki resimler PI ile kirmizi boyanmig 6li
hiicreleri gostermektedir. Alttaki resimler Matlab programinda kesilerek renk
analizine gore canliik ylzdelerini vermektedir. A) Kontrol grubu 0 pM H,0, ile
muamele edilmis adaciklar, B)Kontrol grubu 300 uM H,0O, ile muamele edilmis

adaciklar.
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Original Green Color Image: c5-6 0h202-A0002.jpg Original Red Color Image: c5-8 0h202-A0003 jpg
-
Green Image Component: % 88.9869 Red Image Component: % 11.0131
-
Original Green Color Image: 300h202-H0002. jpy Original Red Calor Image: 300h202-HO003.jpy A
-
-
Green Image Component: % 78.864 Red Image Component: % 21.136
-
B

Sekil 4.3. PI/FDA ile boyanmig karvakrol 20 mg/kg/glin grubunun adacik resimleri.
Sol Ustteki resimler FDA ile boyanmis canh hiicreleri, sag Ustteki resimler PI ile
boyanmig 6lU hucreleri gdstermektedir. Alttaki resimler Matlab programina goére
canlilik yizdelerini vermektedir. A) H,0,'siz ortamdaki adaciklar, B) 300 pM H,0; ile
muamele edilmis adaciklar.
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4.2. Protein Oksidasyonu ve Lipit Peroksidasyonu

Floresan boyama ile canliik oraninin en yiiksek oldugu karvakrol 20
mg/kg/glin dozu ile kontrol ve DMSO gruplarinin oksidatif hasar gostergeleri
degerlendirildi. Gruplarin 0, 150 ve 300 pmol H,0, maruz birakilmalari
sonrasl protein karbonil (PC) duzeyleri (nmol/mg prot) Tablo 4.2'de

gosterilmektedir.

Tablo 4.2. Protein Karbonil Diizeyleri (nmol/mg prot)

0 pmol HzOz 150 pmol HzOz 300 pmol HzOz

Kontrol 2,33 £ 0,15 3, 55 + 0,372 5,70 £ 1,13%®
DMSO 2,46 + 0,13 3,69 + 0,35° 5,87 + 0,56%
Karvakrol 20mg/kg 1,74 £ 0,17*% 2,75 £ 0,12°*% 3,87 £ 0,29°*%

a; 0 uM H,07’e gore anlaml farkls,
b; 150 uM H,0;’e gore anlamli farkls,
*; Kontrole gore anlaml1 farkls,

&; DMSQ’ya gore anlaml1 farkl

0 UM H,0, konsantrasyon dizeyinde kontrol, DMSO, karvakrol 20
gruplar birbirleriyle kiyaslandiginda, karvakrol 20 grubunun PC dizeyi
(nmol/mg prot) (1,74 £ 0,17), hem kontrol (2,33 + 0,15) hem DMSO (2,46
+ 0,13) grubuna goére anlaml dlsik bulundu (P<0,05). Kontrol ve DMSO

gruplar arasinda fark bulunamadi.

150 uM H,0; konsantrasyon dizeyinde de karvakrol 20 (2,75 + 0,12)
grubu PC ortalamasinda farkin kontrol (3, 55 + 0,37) ve DMSO (3,69 + 0,35)
grubuna goére anlamh disik bulunmasina karsilik (P<0,05) kontrol ve DMSO

gruplan arasinda fark yoktu.

300 uM H,0; konsantrasyon dlizeyinde, karvakrol 20 PC (3,87 + 0,29)
dizeyi, kontrol (5,70 = 1,13) ve DMSO (5,87 £+ 0,56) gruplarinin PC
dlzeylerine gére anlamh disutk bulundu (P<0,05) ancak kontrol ve DMSO

gruplarinin PC diizeyleri istatistiksel olarak farkli degildi.
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PC seviyeleri, H,0, seviyelerine gére kiyaslandiginda tiim gruplarda
(kontrol, DMSO, karvakrol 20) 150 uM H,0, PC diizeyi, 0 H,O, PC dlizeylerine
gore anlamli ylksekti (P<0,05). 300 uM H,0, PC dizeyleri de tim gruplarin
(kontrol, DMSO, karvakrol 20) hem 0 H,0, hem 150 uM H,0O, PC dlizeylerine
gore istatistiksel olarak anlamli yliksek bulundu (P<0,05) (Sekil 4.4).

8,000

7,000 -

6,000 -

nmol/mg prot

2,000 -

1,000 -

0,000 -

5,000 -

4,000 -

3,000 -

Protein Karbonil

@ Kontrol
@mDMSO
O Karvakrol 20 mg/kg

0 umol

150 umol 300 pmol

H,0,

a; 0 uM H,0;’e gore anlamh farkls,
b; 150 uM H,0;’e gore anlamli farkls,

*; P<0,05

Sekil 4.4. Protein karbonil diizeylerinin grafigi

Kontrol, DMSO ve karvakrol 20mg/kg/giin dozu uygulanan gruplarda

0, 150 ve 300 pmol H,0, maruz birakilmalari sonrasi malondialdehit (MDA)

dizeyleri (nmol/mg prot) Tablo 4.3'de gosterilmektedir.
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Tablo 4.3. Malondialdehit Diizeyleri (nmol/mg prot)

0 pmol H,0, 150 pmol H,0, 300 pmol H,0,

Kontrol 0,199 +£ 0,029 0,311 + 0,024° 0,429 + 0,092%®
DMSO 0,219 + 0,048 0,321 + 0,020° 0,451 + 0,034
Karvakrol 20mg/kg 0,166 + 0,025 0,253 + 0,017%*% 0,315 + 0,015%*%

a; 0 uM H,0;’e gore anlamli farkls,
b; 150 uM H,0;’e gore anlamli farkls,
*; Kontrole gore anlaml1 farkli,

&; DMSQ’ya gore anlamli farkl

0 pM H,0; konsantrasyon dlizeyinde kontrol, DMSO ve karvakrol 20
gruplarinin MDA seviyeleri birbirleriyle kiyaslandiginda, karvakrol 20
grubunun MDA dizeyi (0,166 £ 0,025), hem kontrol (0,199 £ 0,029) hem
DMSO (0,219 + 0,048) grubuna gore disiik bulunmasina ragmen istatistiksel
olarak anlamh degildi (P>0,05). Kontrol ve DMSO gruplar arasinda da fark
yoktu.

150 uM H,0; konsantrasyon dizeyinde karvakrol 20 (0,253 £+ 0,017)
grubu MDA ortalamasinin kontrol (0,311 + 0,024) ve DMSO (0,321 + 0,020)
grubuna goére anlamli distk bulunmasina karsilik (P<0,05) kontrol ve DMSO

gruplan arasinda fark yoktu.

300 pM H,0, konsantrasyon diizeyinde, yine kontrol (0,429 + 0,092)
ve DMSO (0,451 = 0,034) gruplarinin MDA dlzeyleri arasinda farkhlik
bulunamadi (P>0,05). Karvakrol 20 MDA dizeyi (0,315 £+ 0,015) ise hem
kontrol hem de DMSO grubuna gére anlamli duisiik bulundu (P<0,05).

MDA diizeyleri, H,0, seviyelerine gére kiyaslandiginda tim gruplarda
(kontrol, DMSO, karvakrol 20) 150 H,O, MDA duzeyleri, 0 H,O, MDA
dizeylerine gbre anlamh yiksekti. 300 H,O, MDA dlizeyleri de tim gruplarin
(kontrol, DMSO, karvakrol 20) hem 0 H,0, hem 150 H,O, MDA dlizeylerine
gdre anlamli yiksek bulundu (P<0,05) (Sekil 4.5).
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a; 0 uM H,0;’e gore anlamli farkls,
b; 150 uM H,0,’e gore anlamli farkls,
*; P<0,05

Sekil 4.5. Malondialdehit diizeylerinin grafigi.

4.3. DNA Fragmantasyon Diizeyleri

DNA fragmantasyonu igin yapilan %?1'lik agaroz jeldeki analizlerde
DNA fragmantasyonu tespit edilemeyecek kadar az olanlarda total DNA
yuritilirken, fragmantasyon olan grupta ise total DNA yUritlilmemistir.
Apopitoz gostergesi olan DNA fragmantasyonunu incelendiginde kontrol
(Sekil 4.6) ve DMSO (Sekil 4.7) gruplarinda H,O, konsantrasyonunun artmasi
ile fragmantasyonun arttigi gortlda. Bu iki grupta 150 ve 300 uM H,0, adacik

hiicrelerinin DNAlarinda belirgin fragmantasyona yol agmistir.

Karvakrolin 20 mg/kg dozunda uygulandigi grupta yapilan DNA
fragmantasyonu analizinde sadece 300 pM H,0;'e maruz kalan adacik
hiicrelerinin DNA'larinda kontrol ve DMSO gruplari ile kiyaslandiginda cok az

miktarda fragmante DNA gdzlenmistir. Karvakrol uygulamasi H,0,'den
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kaynaklanan DNA fragmantasyonunu belirgin bir sekilde engellemistir (Sekil

4.8).
. Kontrol 1 Kontrol 2 Kontrol 3 Kontrol 4
% HM HzOz HM HzOz |JM HzOz HM HzOz
= 150 | 300 150 | 300 150 | 300 150 | 300

Sekil 4.6. Kontrol gruplarinin DNA fragmantasyonu. Hiicrelerde apopitoz gdstergesi

olan DNA fragmantasyonu incelendiginde, kontrol grubunda sadece H.0,siz
ortamdaki adacik hticrelerinde DNA fragmantasyonu olusmamig, 150 ve 300 pM

H,0,'e maruz kalan hiicrelerde yogun DNA fragmantasyonu gozlenmistir.
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Marker

DMSO 1 DMSO 2 DMSO 3 DMSO 4
|JM HzOz |JM HzOz |JM H202 |..IM HzOz
150 | 300 150 | 300 150 | 300 150 | 300

Sekil 4.7. DMSO gruplarinin DNA fragmantasyonu. Huicrelerde apopitoz gdstergesi
DMSO grubunda sadece H,0,'siz
ortamdaki adacik hticrelerinde DNA fragmantasyonu olusmamig, 150 ve 300 pM

olan DNA fragmantasyonu

incelendiginde,

H,0,'e maruz kalan hiicrelerde yogun DNA fragmantasyonu gézlenmistir.




58

Marker

Karvakrol 20-1

Karvakrol 20-2

Karvakrol 20-3

Karvakrol 20-4

HM HzOz

|.IM HzOz

|JM HzOz

|JM HzOz

0 | 150 | 300

0 | 150|300

0 | 150|300

0 |150 | 300

Sekil 4.8. Karvakrol 20 mg/kg/giin gruplarinin DNA fragmantasyonu. Hicrelerde
apopitoz gostergesi olan DNA fragmantasyonu incelendiginde, karvakrol grubunda 0
ve 150 uM H,0,’e maruz kalanlar adacik hicreleri fragmantasyondan korunmus,
sadece 300 M H,0, maruz kalan hiicrelerde DNA fragmantasyonu bir miktar

gozlenmistir.
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5. TARTISMA

Bu calismada antiinflamatuvar, antigenotoksik ve antioksidan 6zellikleri
ile bilinen karvakroliin izole edilmis Langerhans adaciklarinin canlligina,
oksidatif hasara ve DNA fragmantasyonuna etkileri incelenmistir. Elde
ettigimiz sonuglara gore 9 giin boyunca 20 mg/kg/giin dozunda oral
uygulanan karvakrol, adacik izolasyonu sirasinda meydana gelen oksidatif

hasari ve DNA hasarini azaltmakta, boylece adacik canliigini korumaktadir.

Langerhans adacik naklinde, yeterli sayida adacik transplantasyonu
yapilmasi ve nakledilen adaciklarin uzun slre canhliklarinin korunmasi gok
onemlidir. Enzimatik sindirimde yapilan modifikasyonlar (193), saflastirma
sirasinda “ficoll’ yerine daha az toksik maddelerin kullaniimasi (194), kultlr
ortamina antioksidan, antiinflamatuvar maddelerin eklenmesi ve genetik
manupilasyonlar (195) gibi adacikk canhhidini artirmaya yonelik calismalar
yapilmaktadir. Izolasyon kosullarini optimize etme cabalarina ragmen
adaciklarin gikariimasi, saflastiriimasi ve kiltiri sirasinda meydana gelen
stres sonucu olusan hasarlar, nakil éncesi adaciklarin kaybina ve fonksiyon
bozukluguna neden olmaktadir (3, 4, 196). Organin gikariimasi sirasindaki
mekanik etkenler, sogukta muhafaza siiresi, izolasyon ve saflastirma
esnasinda kullanilan bazi kimyasallar gibi bircok potansiyel tehdit so6z
konusudur. izole edilmis adaciklar artik avaskiilerdir ve yeniden vaskiilarize
olana dek iskemik hasara maruz kalirlar. Beta hiicrelerinin fonksiyon
bozukluguna ve 6limiine sebep olan olaylar kaskadi henliz tam olarak
aydinlatlamamis olsa da hem insan (197) hem rodent (198) calismalarinda
oksidatif stresin major rol oynadidi belirtilmektedir. Kronik hipergliseminin
adacik beta hiicrelerinden insilin biyosentezine olan yan etkileri ile oksidatif

stresin yakindan iliskili oldugu gosterilmistir (199-201).

Katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) gibi antioksidan enzim seviyelerinin dlslk olmasi sebebiyle adacik
hiicreleri oksidatif strese karsi oldukca hassastirlar (202). Asin oksidatif

stresin oldugu durumlarda adacik antioksidan savunma mekanizmalari
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yetersiz kalir ve redoks dengesizligine yol acarak reaktif oksijen tirlerinin
(ROS) olugsmasina neden olur. Serbest radikaller, hiicrelerin proteinlerine, zar
lipitlerine ve niikleik asitlerine zarar verirler. Yapilan son calismalarda fare
adacik hicrelerine manganez SOD enziminin genetik aktarimi ile nakil sonrasi
adacikk hicre sag kahminin iyilestigi gosterilmistir (203). Glutatyon
peroksidaz, metallotiyonein, CAT ve SOD’In farkli formlari gibi antioksidan
genlerin adaciklara aktarimi, adacik canliigini belirgin olarak artirmakta ve
ROS olusumunu /n vitro ortamda azaltmaktadir (204, 205). Vitamin C ve E, 1-
25 dihidroksivitamin D3 (1, 25 D3), riboflavin, gibi vitaminler (206); curcumin
(zerdecal bileseni), Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) (yesil cay bileseni),
puerarin (Cin tibbinda kullanilan puererya bitkisinin antioksidan bileseni) gibi
bitkisel antioksidanlar (207, 208); cinko , selenyum (209, 210) gibi
elementler ve yavas salinan enkapstle SOD ve CAT mimetik ajanlar (211)
gibi birgok madde adack hicrelerinin canlihdini degerlendirmek igin

calisiimigtir.

Karvakrol (2-hydroxy-p-cymeneisopropyl-o-Cresol) de antioksidan
ozelliklere sahip bir kekik ugucu yagi temel bilesenidir ve en yliksek oranda
kekik bitkisinde (Origano ve Timus cinsleri) bulunmakla beraber yabani
bergamot, tere gibi cesitli bitkilerde de bulunabilmektedir. Karvakrolin
antioksidan etkilerinin oldugu, Folin-Ciocalteu metodu, DPPH dekolorasyon ve
Fe(3+) rediiksiyonu (FRAP) yontemleri ile belirlenmistir. Zn vitro 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil ve beta-karoten/linoleik asit analizleriyle de antioksidan aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (212,213). Gida endustrisinde tatlandirici olarak
kullanilmasinin yani sira hem antibakteriyel hem de antioksidan etkinligi
sebebi ile koruyucu olarak kullanilmaktadir. Luna ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada kiimes hayvanlari etinin igerdigi coklu doymamis yag asitleri
sebebiyle oksidatif bozulmaya meyilli oldugu; timol ve karvakroliin olusan lipit

oksidasyonunu 6nleyerek koruma sagladigi gosterilmistir (214).

Akkol ve arkadaslarinin ylksek miktarda karvakrol iceren 7Thymbra

spicata ekstreleri ile yaptiklan bir calismada diyetle indiklenen
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hiperkolestrerolemili farelerde karvakroliin antioksidan etkisi sayesinde
karacijer = yaglanmasina  karst  koruyucu  oldugu  gosterilmistir.
Hiperkolesterolemi olusturulmus grupta ekstrelerin verilmesi ile serum, total
kolesterol (TC), trigliserit (TG), dlsuk dansiteli lipoprotein (LDL) dizeyleri ile
malondialdehit (MDA) konsantrasyonunun disttiigld bulunmustur (175).
Yapilan bir calismada akciger fibroblast hiicreleri 1-100 uM timol ve karvakrol
ile muamele edilmis ve doz bagimli olarak artan antioksidan aktivite
gbzlenmistir. Karvakrol, 6jenol, izodjenol gibi ugucu yadlarin ultraviyole
Isinlarina maruz kalinarak gergeklesen cilt hasarinda, "OH (hidroksil radikali)
stplriicti etkinligi sebebi ile antioksidan o6zellik gosterdikleri bulunmustur
(215, 216). Timol, karvakrol ve 6-gingeroliin peroksil radikallerini stpurict
etkisi oldukga kuvvetlidir ve fosfolipit lipozomlarinin peroksidasyonunu
azaltmaktadir (217).

Karvakrollin antioksidan etkisinin gesitli dokularda gosterilmis olmasina
ragmen heniiz izole Langerhans adaciklari ile yapilmis bir calisma yoktur. Bu
calismada karvakroliin antioksidan Ozelliklerinin adacik canhligi {zerine
etkilerini incelemek igin H,O, ile oksidatif olarak hasarlandiriimis adacik
hiicrelerinde floresan boyama ile canlilik tayini yapildi. Ug farkli in vitro ortam
saglanarak H,0,'siz, 150 ve 300 uM H,0,'li medyumlar ile hiicreler muamele
edildi. Lipit peroksidasyonu igin MDA ve protein oksidasyonu igin PC dizeyleri
ile karvakroliin antioksidan etkinligi degerlendirildi. Aydin ve ark.’nin insan
lenfositleri ile yaptigi bir calismada karvakrol ve timoliin 0.1 mM ve daha
disik konsantrasyonlarda oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu oldugu
buna karsilik fenolik bilesiklerin ytksek konsantrasyonlarinda (0.2 mM ve
tzeri) hiicre ylizeyine hidrofobik olarak baglanip oksidatif hasari tetikledigi ve

plasma zarini daha frajil bir hale getirdigi belirtilmistir (174).

Bu tez calismasinda 9 glin boyunca 20 mg/kg/glin karvakrol verilen
sicanlarin adaciklarinin tim hidrojen peroksit seviyelerinde canlilik diizeyinin
kontrol ve DMSO gruplarina gore yiksek oldugu belirlendi. 40 mg/kg/glin

karvakrol dozunda da benzer sekilde 0 ve 150 uM H,0, konsantrasyonunda
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canhhgin yiksek oldugu ancak 300 uM H,0, seviyesinde adacik canhhginin
kontrole gore farkinin anlamh olmadigi tespit edildi. 80mg/kg/giin dozunda
ise tlim H,O, konsantrasyonlarindaki canliik diizeylerinde belirgin bir azalma
oldugu saptandi. Aydin ve ark.’min (174) lenfositler (zerinde yaptiklari
calismada yliksek molaritedeki karvakroliin oksidatif hasara yol actigini ve
hiicre zar frajilitesini artirdigini gostermelerine benzer  sekilde bizim
caismamizda da yuksek dozda verilen karvakrolliin adaciklarin canlilik
dizeyine olumsuz etkisi tespit edildi. Bundan dolayr calismanin ikinci
asamasinda oksidatif hasar parametreleri ile DNA fragmantasyonu
analizlerinde canlilik diizeyinin en yiiksek oldugu 20 mg/kg/giin karvakrol

dozu ile devam edilmesine karar verildi.

Calismamizda oksidatif hasar icin gesitli konsantrasyonlarda H,0O, (0-
150-300 pM) uygulanan kontrol, DMSO ve 20 mg/kg/gin karvakrol
gruplarinda H,O; konsantrasyonuna bagh olarak artan MDA ve PC diizeyleri
tespit edildi. Karvakrolin tim H,0, konsantrasyonlarinda lipit peroksidasyonu

ve protein hasarini azaltarak antioksidan etki gdsterdigi bulundu.

Karvakroliin gesitli organ ve dokularin DNA'lari Uzerindeki etkileri
arastirilmig, doz ve siireye bagiml olarak farkl sonuglar kaydedilmistir. Timol
ve karvakrol OH™ gruplarinin fizyolojik pH’da DNA (izerindeki guanin N7 ve
sitozin N3 atomlarina hidrojen baglar ile baglandigi spektroskopik olarak
gosterilebilmistir (218). Stammati ve arkadaslarinin karvakrol, sinnamaldehit,
karvon ve timoliin genotoksisitesini dlgmek amaciyla yaptiklar bir calismada
karvon ve sinnamaldehitin doz bagimli olarak toksik etkilerinin gorildigi
ancak karvakrol ve timolde artan dozla beraber toksisitenin cok diisiik oldugu
belirtilmistir (219). Insanda periferal kan lenfositleriyle yapilan sitogenetik
analizlerde karvakroliin mitomisin C ile indiklenen /in vitro sister kromatid
degis-tokusunu onledigi ve boylece antigenotoksik bir ajan gibi davrandig
gosterilmistir (220). Slamenova ve ark.’nin yapmis oldugu bir calismada
sicanlara icme suyu ile 7 giin boyunca 30 ve 60 mg/kg/giin ve 14 gin

boyunca da 15 ve 30 mg/kg/glin konsantrasyonlarinda karvakrol verilmis;
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izole edilen hepatosit ve testikiiler hicreleri 5 dakika boyunca farkl
konsantrasyonlarda H,0O, (0-100-150-200-250 pM) ile muamele edilmistir.
DNA lezyonlar tek hiicre jel elektroforezi ile analiz edilmis ve sonucgta tiim
konsantrasyonlarda karvakrol ile muamele edilen hicrelerin kontrole gdre
DNA hasarina karsi direncli oldugu gosterilmistir (6). Lipia origanoidlerinin
ucucu yadlar ile yapilan bir calismada bleomisin ile indiiklenen DNA hasarina
karsi timol ve karvakroliin koruyucu oldugu, dolayisi ile antigenotoksik etki
gosterdigi bulunmustur (221). Insan hepatoma HepG2 ve kolonik Caco-2
hiicre serilerinde H,O, ile indiklenen DNA hasarina kargi 24 saat kaltar
eklenen karvakrol ve timoliin DNA lezyonlarini azalttigi gosterilmistir (222).
Ote yandan, Azirak ve Rencuzodullarinin bir calismasinda intraperitoneal
uygulanan karvakrol (10, 30, 50, 70 mg/kg) ve timolin (40, 60, 80 ve 100
mg/kg) kemik iligi hiicrelerinde yiiksek konsantrasyon seviyelerinde (70
mg/kg 12 ve 24 saatte ve 100 mg/kg tim uygulama zamanlarinda) toplam

kromozom diizensizligini artirdigi bulunmustur (223).

Bu calismada da apoptozun goéstergelerinden biri olan DNA
fragmantasyonu dederlendirdi; 20 mg/kg/giin dozunda uygulanan
karvakrollin kontrol ve DMSO gruplarina gére DNA fragmantasyonunu
azalttigi ve boylece H,0; ile olusturulan DNA hasarini dnledigi gosterildi. 80
mg/kg/gln karvakrol dozunda canliik dizeyinin belirgin bir bicimde disuk
olmasi belki Azirak ve ark.’nin belirttigi gibi yliksek doz karvakrol ile

kromozomal diizensizligin artmasina bagh olabilir.

Izolasyon stresinden sorumlu tutulan bir baska mekanizma da kemokin
ve sitokinlerin aracilik ettigi inflamatuvar cevaptir. Adaciklarin izolasyonu
sirasinda meydana gelen strese verilen inflamatuvar cevapta 6zellikle
ekzokrin dokunun sitokin Uretimi ve salimminin etkili oldugu gosterilmistir
(224). Sitokinlerden IL-6'nin beta hiicreleri lizerine dogrudan toksik etkilerinin
yani sira proinflamatuvar sitokinlerle etkileserek de hasara katkida bulundugu
gosterilmistir. MCP-1 ve IL-8 gibi kemokinlerin de izolasyon iglemleri sirasinda

acida ciktigi ve transplantasyon sonrasi adacik fonksiyonunun tehlikeye
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dismesinde etken oldugu tespit edilmistir (225-227). Adaciklarin etrafina
yerlesmis makrofajlardan IL-1B and TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin
salimmi hicreler Uzerinde toksik etki gdsterir ve adacik htcrelerinde ROS
retimini artinr (228, 229). Izolasyon sirasinda veya Kkiiltiir asamasinda
ortama antioksidanlarin eklenmesinin adacik nakli sonuclarini iyilestirdigine

dair calismalar mevcuttur (147).

Potansiyel bir ROS bagimli hedef molekiil olan niikleer faktér kappa-B
(NF-kB) proinflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin, adezyon molekdllerinin ve
inflamatuvar  enzimlerin  dlizenlenmesindeki  anahtar  transkripsiyon
faktoriidir. Izolasyon islemi sirasinda pankreatik hiicrelerde NF-kB
translokasyonunun meydana geldigi gosterilmistir. NF-kB'nin blokaji, beta
hiicrelerini interlokin (IL)-1B ile indlklenen nitrik oksit (NO) Uretiminin
etkilerinden korumaktadir (230, 231).

Karvakrollin antibakteriyel ve antioksidan etkilerinin yani sira gugli
antiinflamatuvar 0zelliklere sahip bir madde oldugu birgok calisma ile
gosterilmistir. Ocana ve ark. nin yaptiklarn bir calismada Timol, karvakrol ve
trans-sabinen hidratin makrofajlardan TNF-a, IL-1f ve IL-6 sitokinlerinin
sentezini azalttidi  bulunmustur (172). Karvakroliin  inflamasyonda
prostaglandin biyosentezinin hiz kisitlayici enzimi olan siklooksijenaz-2 (COX-
2) ekspresyonunu peroksizom proliferator-aktive reseptérleri  (PPARS)

Uzerinden baskilayarak antiinflamatuvar etki gosterdigi tespit edilmistir (232).

Karvakrol /in vitro saflagtiriimis domuz lenfositlerinin proliferasyonunu
182+67 pM konsantrasyonunda inhibe etmektedir; ancak karvakrol
uygulanan lenfosit preparatlarina monositlerin eklenmesi, lenfositler tzerinde

koruyucu etki gostermektedir (7).

Adacik izolasyonunda cerrahi islemler sirasinda ve saflastirma éncesi
endokrin ve ekzokrin dokunun birlikteligi cesitli inflamatuvar yanitlarin
olusmasina yol acarak da adack canliigini azaltmaktadir. Karvakroliin

antiinflamatuvar  6zellikleri calismamizda degerlendiriimemekle beraber
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antioksidan ve antigenotoksik etkilerine katkida bulunarak adacik canhliginin

korunmasinda etken olmus olabilir.

6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda 9 glin boyunca oral uygulanan karvakrolliin adacik
canhhgi, oksidatif DNA hasarina, lipit peroksidasyonuna ve protein
oksidasyonuna etkileri incelenmis ve 20 mg/kg/glin dozunun oksidatif hasari

azaltarak adacik canliigini korudugu gosterilmistir.

DM, insilin Ureten pankreas beta hicrelerinin genellikle oto-immiin
mekanizmalarla yikilmasi sonucu kan sekeri kontroliiniin bozuldugu kronik bir
hastaliktir. DMun oral antidiyabetikler ve insllin replasman terapisi ile
tedavisi yeterli glisemik kontrolii saglayacak biyolojik geribildirim
mekanizmalarini saglayamamakta ve uzun vadede gelisecek komplikasyonlari
tam olarak 6nleyememektedir. Geribildirim mekanizmalarini koruyabilen ve
hipoglisemik ataklari dnleyebilen endojen bir kaynak kullanabilmek amaciyla
tim pankreas ve Langerhans adacik nakli, insilin tedavisine alternatif olarak
uygulanmaktadir. DM’un duzeltiimesi igin tim pankreas dokusunun
nakledilmesine gerek vyoktur; sadece Langerhans adaciklarinin transferi
DM'taki fonksiyon kaybini dizeltebilmektedir. Solid organ naklinde daha derin
ve uzun sireli anestezinin gerekliligi ve major cerrahiye ait komplikasyonlarin

fazla olusu adacik naklini glin gectikce daha cazip hale getirmektedir.

Pankreas Langerhans adaciklari nakli ile normal glisemik kontroli
olusturmak icin daha dogal ve endojen bir insulin kaynadi elde etmek,
hastalarin hipoglisemik ataklarini énlemek ve yasam kalitesini artirmak
amaglanmaktadir. Béylece her gln instlin enjeksiyonu yapilmadan da DM'un
kronik komplikasyonlarindan korunmak veya bu komplikasyonlari geciktirmek
mumkun olabilecektir. Pankreas transplantasyonu sonrasi normal glisemik
kontrol saglandiginda ekzojen insulin enjeksiyonunun kesilebilmesi tedavideki
basarinin godstergesidir; ancak henlz 5 vyildan fazla instlinsiz yasam
saglanabilmis dedildir. Langerhans adacik naklinde, replase edilen adaciklarin

izolasyon oncesi ve sonrasinda canhliklarinin korunmasi c¢ok 6nemlidir.
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Langerhans adaciklarinin izolasyonu sirasinda karsilasilan problemler, nakil
sonrasl tedavi basarisini olumsuz etkilemektedir. Oksidatif hasarin en aza
indirilmesi icin alinan 6nlemlerden biri antioksidan ajanlarin gesitli agsamalarda
kullanilmasidir. Bu ¢alisma ile izolasyondan 6nce verilen karvakroliin pankreas
adaciklarinda antioksidan ve antigenotoksik etkileri oldugu gosterilmistir;
ancak hicre ici sinyal yolaklarindaki etki mekanizmalarinin tam olarak
aydinlatilabilmesi, kiltir ortamindaki etkilerinin goérilmesi icin /n vitro
calismalara ve nakil sonrasi etkilerinin degerlendirilmesi icin ileri calismalara

gerek duyulmaktadir.

Ayrica diyabetik hastalardan alinan doku 6rneklerinde oksidatif stresin
bircok biyokimyasal gostergesinin yilikseldigi bilinmektedir (233). Karvakrol
gibi antioksidan ajanlarin adaciklar tzerine olan olumlu etkileri sadece nakil
calismalarinda degil ayni zamanda DM’un komplikasyonlarindan korunmada

etkin olabilir ve gelecekteki tedavi sekillerine yon verebilir.



67

KAYNAKLAR
Jonnakuty, C., Gragnoli, C. (2007). Karyotype of the human insulinoma
CM cell line--beta cell model in vitro?. Journal of Cellular Physiology.
213(3), 661-662.

Kin, T., Senior, P., O’'Gorman, D. (2008). Risk factors for islet loss
during culture prior to transplantation. T7ransplant International.,
21(11), 1029-1035.

Lakey, J.R., Burridge, P.W., Shapiro, A.M. (2003). Technical aspects of
islet preparation and transplantation. 7ransplant International, 16(9),
613-632.

Paraskevas, S., Maysinger, D., Wang, R., Duguid, T.P., Rosenberg, L.
(2000). Cell loss in isolated human islets occurs by apoptosis. Pancreas,
20(3), 270-276.

Wolff, S.P. (1993). Diabetes mellitus and free radicals. Free radicals,
transition metals and oxidative stress in the aetiology of diabetes
mellitus and complications. British Medical Bulletin, 49(3), 642-652.

Slamenova, D., Horvathova, E., Marsalkova, L., Wsolova, L. (2008).
Carvacrol given to rats in drinking water reduces the level of DNA
lesions induced in freshly isolated hepatocytes and testicular cells by
H(2)O(2). Neoplasma, 55(5), 394-399.

Bimczok, D., Rau, H., Sewekow, E. (2008). Influence of carvacrol on
proliferation and survival of porcine lymphocytes and intestinal

epithelial cells in vitro. Toxicology In Vitro, 22(3), 652-658.

Cimen, A. (1994). Anatomi. 4. Bs., s:413-416. Bursa, Uludag

universitesi Guglendirme vakfi, yayin no: 87.

Snell, R.S. (1997). Karin boslugu. Klinik Anatomi, bolim 5, 5. Bs.,
s:222-223, Istanbul, Nobel Tip kitabevi.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jonnakuty%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gragnoli%20C%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Cell%20Physiol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Cell%20Physiol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Transpl%20Int.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Slamenova%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Horvathova%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marsalkova%20L%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Neoplasma.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Toxicol%20In%20Vitro.');

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

68

Orci, L. (1982). Macro and micro domains in the endocrine pancreas.
Diabetes, 31(6), 538-565.

Murray, 1. (1971). Paulesco and the Isolation of Insulin. Journal of the
History of Medicine and Allied Sciences, 26 (2), 150-157.

Von Mering, J., Minkowski, O. (1890). Diabetes mellitus each pankreas
extirpation. Archive Experimental Pathology and Pharmacology, 26,
371-382.

Schafer, E.A. (1916). An introduction to the study of internal secretion.
In: The Endocrine Organs. S:142-156. Londra, Longmans.

Banting, F.G., Best, C.H. (2007). The internal secretion of the
pancreas.1922. Indian Journal of Medical Research. 125(3), 251-266.

Bliss, M. (1982). The Discovery of Insulin. 25. Bs. S:256-267. Chicago,

University of Chicago Press.

Murnaghan, J.H., Talalay, P. (1967). John Jacob Abel and the
crystallization of insulin. Perspectives in Biology and Medicine, 10(3),
334-380.

Jensen, H., Evans, E.A. (1935). Studies on crystalline insulin. XVIII. The
Nature of free amino groups in insulin and the isolation of
phenylalanine and proline from crystalline insulin. Journal of Biological
Chemistry, 108, 10-19.

Jay S. Skyler (2007). Diyabet Atlasi, 3. Bs.,s:1-23. Istanbul, Tenedoks
yayincilk.

Rouiller, D.G., Cirulli, V., Halban, P. (1990). Difference in aggregation
properties and levels of neural cell adhesion molecule (NCAM) between

islet cell types. Experimantal Cell Research, 391, 305-312.

Rouiller, D.G., Cirulli, V., Halban, P.A. (1991). Uvomorulin mediates
calcium dependent cell adhesion molecules distinguish between islet
cell types. Developmental Biology, 148(1), 233-242.


http://jhmas.oxfordjournals.org/cgi/reprint/XXVI/2/150.pdf
http://jhmas.oxfordjournals.org/cgi/reprint/XXVI/2/150.pdf
http://jhmas.oxfordjournals.org/cgi/reprint/XXVI/2/150.pdf
http://jhmas.oxfordjournals.org/cgi/reprint/XXVI/2/150.pdf
http://jhmas.oxfordjournals.org/cgi/reprint/XXVI/2/150.pdf
http://jhmas.oxfordjournals.org/cgi/reprint/XXVI/2/150.pdf

21,

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

69

Cirulli, V., Crisa Li Beattie, G.M. (1998). KSA antigen Ep-CAM mediates
cell-cell adhesion of pancreatic epithelial cells: Morphoregulatory roles
in pancreatic islet development. Journal of Cell Biology, 140(6), 1519-
1534.

Esni, F., Taljedal, I.B., Perk, A.K. (1999). Neural cell adhesion
molecule(N-CAM) is required for cell type segregation and normal
ultrastructure in pancreatic islets. Journal of Cell Biology, 144(2), 325-
337.

Dahl, U., Sjodin, A., Semb, H. (1996). Cadherins regulate aggregation
of pancreatic beta cells in vivo. Development, 122(9), 2895-2902.

Jansson, L., Hellerstrom, C. (1983). Stimulation by glucose of the blood

flow to the pancreatic islets of the rat. Diabetologia, 25(1), 45-50.

Jansson, L. (1984). The blood flow to the pancreatic and the islets of
the Langerhans during an intraperitoneal glucose load in rat. Diabetes
Research and Clinical Practice, 1(2), 111-114.

Bern, R.M, Levy, M.N., Koeppen, B.M., Stanton, B.A. (2008).
Physiology. 6. Bs. S:676, Sekil 38-11D’den uyarlanarak alinmistir.

Grube, D., Bohn, R. (1983). The microanatomy of human islets of
Langerhans with special reference to somatostatin (D) cells. Archivum

Histologicum Japonicum, 46(3), 327-353.

Grube, D., Eckert, 1., Speck, P.T. (1983). Immunohistochemistry and
microanatomy of the islets of Langerhans. Biomedical Research, 4, 25-
36.

Bonner-Weier, S., Orci, L. (1982). New perspectives on the
microvasculature of the islets of Langerhans. Diabetes, 31(10), 729-
732.



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

70

Bern, R.M, Levy, M.N., Koeppen, B.M., Stanton, B.A. (2008). Pankreas
adacik hormonlar. Fizyoloji. 5. Bs. S:766-791. Ankara, Gunes Tip

kitabevi.

Patrick, P.L., Kanai-Azuma, M., Kanai, Y. (2003). Early endoderm
development in vertebrates: lineage differentiation and morphogenetic

function. Current Opinion in Genetics & Development, 13(4), 393-400.

Ober, E.A., Field, H.A., Stainier, Y.R. (2003). From endoderm formation
to liver and pancreas development in zebrafish. Mechanisms of
Development, 120(1), 5-18.

Wells, J.M., Melton, D.A. (1999). Vertebrate endoderm development.
Annual Review of Cell & Developmental Biology, 15, 393-410.

Pictate, R., Rutter, W.]. (1972). Development of embryonic endocrine
pancreas. In Steiner DF, Frenkel N: Handbook of Physiology Society,
Washington, Williams & Wilkins.

Slack, J.M.W. (1995). Developmental biology of the pancreas.
Development, 121(6), 1569-1580.

Hebrok, M., Kim, S.G., Melton, D.A. (1998). Notochord repression of
endodermal Sonic hedgehog permits pancreas development. Genes &
Development, 12(11), 1705-1713.

Kumar, M., Jordan, N. (2003). Signals from lateral plate mesoderm
instruct endoderm toward a pancreatic fate. Developmental Biology,
259(1), 109-122.

Wells, J.M., Melton, D.A. (2000). Early mouse endoderm is patterned by
soluble factors from adjacent germ layers. Development, 127(8), 1563-
1572.

Deutsch, G., Jung, J., Zheng, M. (2001). A bipotential precursor
population for pancreas and liver within the embryonic endoderm.
Development, 128(6), 871-881.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wells%20JM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Melton%20DA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

71

Lammert, E., Cleaver, O., Melton, D. (2001). Induction of pancreatic
differentiation by signals from blood vessels. Science, 294(5542), 564-
567.

Ott, M.O., Rey-Campos, J., Cereghini, S. (1991). vHNF1 is expressed in
epithelial cells of distinct embryonic origin during development and
precedes HNF1 expression. Mechanisms of Development, 36(1-2), 47-
58.

Monaghan, A.P., Kaestner, K.H. (1993). Postimplantation expression
patterns indicate a role for the Mouse forkhead/HNF-3, and genes in
determination of the definitive endoderm, chordamesoderm and

neuroectoderm. Development, 119(3), 567-578.

Duncan, S.A., Manova, K., Chen, W. (1994). Expression of transcription
factor HNF-4 in the extraembryonic endoderm, gut, and nephrogenic
tissue of the developing mouse embryo: HNF-4 is a marker for primary
endoderm in the implanting blastocyst. Proceedings of the National
Academy Sciences of the USA, 91(16), 7598-7602.

Rausa, F., Samadani, U., Fletcher, C.F. (1997). The cut-homeodomain
transcriptional activator HNF-6 is coexpressed with its target gene HNF-
3 in the developing murine liver and pancreas. Developmental Biology,
192(2), 228-246.

Lavemiere, A.C., MacNeill, C. (1994). GATA-4/5/6, a Subfamily of Three
Transcription Factors Transcribed in Developing Heart and Gut. 7he
Journal of Biological Chemistry, 269(37), 23177-23184.

Guz, Y., Montminy, M.R., Leonard, J. (1995). Expression of murine STF-
1, a putative insulin gene transcription factor, in b cells of pancreas,
duodenal epithelium and pancreatic exocrine and endocrine progenitors

during ontogeny. Development, 121, 11-18.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ott%20MO%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rey-Campos%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cereghini%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cereghini%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cereghini%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

72

Offield, M.F., Jeton, T.L., Labosky, P.A. (1996). PDX-1 is required for
pancreatic outgrowth and differentiation of the rostral duodenum.
Development, 122(3), 983-995.

Miralles, F., Czernichow, P. (1999). Signaling through fibroblast growth
factor receptor 2b plays a key role in the development of the exocrine
pancreas. Proceedings of the National Academy Sciences of the USA,
96(11), 6267-6272.

Bras, S.L., Miralles, F., Czernichow, P. (1998). Fibroblast growth factor
2 promotes pancreatic epithelial cell proliferation via functional
fibroblast growth factor receptors during embryonic life. Diabetes,
47(8), 1236-1242.

Hynes, R. (2002). Integrins. Bidirectional, allosteric signaling machines.
Cell, 110(6), 673-687.

Kaido, T., Perez, B., Yebra, M. (2004). Alphav-integrin utilization in
human beta-cell adhesion, spreading, and motility. Journal of Biologicall
Chemistry, 279(17), 17731-17737.

Hill, D.J., Hogg, J. (1991). Growth factor control of pancreatic beta cell
hyperplasia. In Herington A: Clinical Endocrinology and Metabolism,
$:689-698, Londra, Bailliere Tindall.

Kaung, H.L. (1994). Growth dynamics of pancreatic islet cell
populations during fetal and neonatal development of the rat.
Developmental Dynamics, 200(2),163-175.

Caglia, L., Cahil, C.J., Finegoog, D.T. (1997). Apoptosis participates in
the remodeling of the endocrine pancreas in the neonatal rat.
Endocrinology, 138(4), 1736-1741.

Tornehave, D., Larsson, L.I. (1997). Presence of Bcl-X1 during
development of the human fetal and rat neonatal endocrine pancreas.
Correlation to programmed cell death. Experimantal and Clinical
Endocrinology and Diabetes, 105(6), 300-308.



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

73

Petrik, J., Arany, E., Mc Donald, T. (1998). Apoptosis in the pancreatic
islet cells of the neonatal rat is associated with a reduced expression of
insulin like growth factor II that may act as a survival factor.
Endocrinology, 139(6), 2994-3004.

Xu, G., Kwon, G., Marshall, C.A. (1998). Branched chain amino acids
are essential in the regulation of PHAS-I and p70 S6 kinase by
pancreatic beta cells. Journal of Biological Chemistry, 273(43), 18178-
28184.

Nielsen, J.H., Svensson, C., Galsgaard, E.D. (1999). Beta -cell
proliferation and growth factors. Journal of Molecular Medicine, 77(1),
62-66.

Baxter, R.C. (1991). Insulin like growth factor (IGF) binding proteins:
The role of serum IGFBPs in regulating IGF availability. Acta Paediatrica
Supplements., 372, 107-114.

Hogg, J., Han, V.K.M., Clemmons, D.R. (1993). Interactions of
nutrients, insulin like growth factors (IGFs) and IGF-binding proteins in
the regulation of DNA synthesis by isolated fetal rat islets of

Langerhans. Journal of Endocrinology, 138(3), 401-412.

Nielsen, J.H., Svensson, C., Galsgaard, E.D. (1999). Beta cell
proliferation and growth factors. Journal of Molecular Medicine, 77, 62-
66.

Swenne, I. (1992). Pancreatic beta cell growth and Diabetes Mellitus.
Diabetologia, 35, 193-201.

Logothetopoulos, J. (1972). Islet cell regeneration and neogenesis. In
Steiner ED, Freinkel N (eds): Handbook of Physiology. Section 7:
Endocrinology, vol 1. Endocrine Pancreas. Washington, DC, American
Physiological Society, 67-76.



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

74

Kaung, H.L.C. (1983). Effect of glucose on beta cell proliferation and
population size in organ culture of fetal and neonatal rat pancreases.

Journal of Embryology and Experimental Morphology, 74,303-312.

El-Assaad, W., Joly, E., Barbeau, A. (2010). Glucolipotoxicity alters lipid
partitioning and causes mitochondrial dysfunction, cholesterol, and
ceramide deposition and reactive oxygen species production in
INS832/13 ss-cells. Endocrinology. D0i:10.1210/2009-1238.

Sanger, F. (1959). The Chemistry of Insulin. Science, 129 (7), 1340-
1344.

Pittman, I., Philippson L.H., Steiner, D.F. (2004). Insulin Biosynthesis,
Secretion, Structure, and Structure-Activity Relationships. Diabetes,

Insulin Receptor. Ch 3. Sekil 1b ve Sekil 6'dan alinmistir.

Steiner, D.F., Clark, J.L., Nolan, C. (1970). The biosynthesis of insulin
and some speculation regarding the pathogenesis of human diabetes.
In: The Pathogenesis of Diabetes Mellitus. (Cerasi E, Luft R, Eds) S:57-
80, Stockholm, Almqvist and Wiksell.

Orci, L., Ravazzola, M., Amherdt, M., Madsen, O. (1985). Direct
identification of prohormone conversion site in insulin secreting cells.
Cell, 42(2), 671-681.

Kemler, W., Peterson, ].D., Steiner, D.F. (1971). Studies on the
conversion of proinsulin to insulin. I. Conversion in vitro with trypsin
and carboxypeptidase. Journal of Biological Chemistry, 246(13), 6786-
6791.

Valverde, 1., Garcia-Morales, P., Ghiglione, M., Malaisse, W.]J. (1983).
The stimulus-secretion coupling of glucose induced insulin release LIII.
Calcium dependency of the cyclic AMP response to nutrient

secretagogues. Hormone and Metabolic Research, 15(2), 62-68.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20444946
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20444946
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20444946
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20444946

72,

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

75

Baker, E.N., Blundell, T.L., Cutfield, J.F. (1988). The structure of 2 Zn
pig insulin crystals at 1.5 A resolution. Philosophical Transactions of the
Royal Society of London B,319, 369-456.

Permutt, M.A., Chirgwin, J., Rotwein, P. (1984). Insulin gene structure
and function: a review of studies using recombinant DNA methodology.
Diabetes Care, 7(4), 386-394.

http://www.zoology.ubc.ca/~berger/B200sample/unit 9 secretion/imag

es9/14 26.jpg adresinden alinmistir.

Porte, D. Jr., Puppo, A.A. (1969). Insulin responses to glucose:
Evidence for a two pool system in man. Journal of Clinical Investigation,
48(12), 2309-23109.

Ward, W.K., Beard, ].C., Halter, J.B. (1984). Pathophysiology of insulin
secretion in non-insulin dependent diabetes mellitus. Diabetes Care,
7(5), 491-502.

Waldhausl, W., Bratusch-Marrain, P., Gasic, S. (October 1979). Insulin
production rate following glucose ingestion estimated by splanchnic C-

peptide output in normal man. Diabetologia, 17(4), 221-227.

Eaton, R.P., Allen, R.C., Schade, D.S. (1983). Hepatic removal of insulin
in normal man: dose response to endogenous insulin secretion. Journal
of Clinical Endocrinology and Metabolism, 56(6), 1294-1300.

Shapiro, E.T., Tilll, H., Miller, M.A. (1987). Insulin secretion and
clearance. Comparison after oral and intravenous glucose. Diabetes,
36(12), 1365-1371.

Tillil, H., Shapiro, E.T., Miller, M.A. (1988). Dose-dependent effects of
oral and intravenous glucose on insulin secretion and clearance in

normal humans. American Journal of Physiology, 254, 349-357.

Nauck, M.A., Homberger, E., Siegel, E.G. (1986). Incretin effects of

increasing glucose loads in man calculated from venous insulin and C-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Permutt%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chirgwin%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rotwein%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.zoology.ubc.ca/~berger/B200sample/unit_9_secretion/images9/14_26.jpg
http://www.zoology.ubc.ca/~berger/B200sample/unit_9_secretion/images9/14_26.jpg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/499682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/499682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/499682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6341392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6341392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3315785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3315785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3279811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3279811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3279811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3522621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3522621

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

76

peptide responses. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism,
63(2), 492-498.

Creutzfeldt, W., Ebert, R. (1985). New developments in the incretin
concept. Diabetologia, 28(8), 565-573.

Mueckler, M., Caruso, C., Baldwin, S.A., Panico, M., Blench, I., Morris,
H.R. (1985). Sequence and structure of a human glucose transporter.
Science, 229(4717), 941-945.

Orci, L., Thorens, B., Ravazzola, M., Lodish, H.F. (1989). Localization of
the pancreatic beta cell glucose transporter to specific plasma
membrane domains. Science, 245(4915), 295-297.

Unger, R.H. (1991). Diabetic hyperglycemia: link to impaired glucose
transport in pancreatic beta cells. Science, 251(4998), 1200-1205.

Shepherd, P.R., Kahn, B.B. (1999). Glucose transporters and insulin
action--implications for insulin resistance and diabetes mellitus. New
England Journal of Medicine, 341(4), 248-257.

Roche, E., Assimacopoulos-Jeannet, F., Witters, L.A. (1997). Induction
by glucose of genes coding for glycolytic enzymes in a pancreatic beta-
cell line (INS-1). Journal of Biological Chemistry, 272(5), 3091-3098.

Matschinsky, F.M. (1996). Banting lecture 1995. A lesson in metabolic
regulation inspired by the glucokinase glucose sensor paradigm.
Diabetes, 45(2), 223-241.

Morita, H., Yano, Y., Niswender, K.D. (1994). Coexpression of glocose
transporters and glucokinase in Xenopus oocytes indicates that both
glucose transport and phosphorylation determine glucose utilization.
Journal of Clinical Investigation, 94(4), 1373-1382.

Krus, U., Kotova, O., Spégel, P., Hallgard, E. (2010). Pyruvate

dehydrogenase kinase 1 controls mitochondrial metabolism and insulin


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Creutzfeldt%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ebert%20R%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Diabetologia.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10413738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10413738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20415663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20415663

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

77

secretion in INS-1 832/13 clonal beta-cells. Biochemical Journal, 429,
205-213.

Nishida, M., MacKinnon, R. (2002). Structural basis of inward
rectification: cytoplasmic pore of the G-protein gated inward rectifier
GIRK1 at 1.8 A resolution. Ce/l, 111(7), 957-965.

Aguilar-Bryan, L., Bryan, J. (1999). Molecular biology of adenosine
triphosphate-sensitive potassium channels. Endocrine Reviews, 20(2),
101-135.

Ashcroft, F.M., Rorsman, P. (1990). ATP-sensitive K+ channels: a link
between B-cell metabolism and insulin secretion. Biochemical Society
Transections, 18(1), 109-111.

Nichols, C.G., Koster J.C. (2002). Diabetes and insulin secretion:
Whither KATP?. American Journal of Physiology: Endocrinology and
Metabolism, 283(3), 403-412.

MacDonald, P.E., Wheeler, M.B. (2003). Voltage-dependent K(+)
channels in pancreatic beta cells: Role, regulation and potential as
therapeutic targets. Diabetologia, 46(8), 1046-1062.

Henquin, J.C., Ravier, M.A., Nenquin, M. (2003). Hierarchy of the beta-
cell signals controlling insulin secretion. European Journal of Clinical
Investigation, 33(9),742-750.

Tsuboi, T.,Rutter, G.A. (2003). Insulin secretion by “kiss-and run”
exocytosis in clonal pancreatic islet beta-cells. Biochem Society
Transactions, 31(4), 833-836.

Tsuboi, T., McMahon, H.T., Rutter, G.A. (2004). Mechanisms of dense
core vesicle recapture following “kiss-and-run” (“cavicapture”)
exocytosis in insulin secreting cells. Journal of Biological Chemistry,
279(45), 47115-47124.



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

78

Sutton, R.B., Fasshauer, D., Jahn, R., Brunger, A.T. (1998). Crystal
structure of a SNARE complex involved in synaptic exocytosis at 2.4

angstrom resolution. Nature, 395, 347-353.

http://www.nauba-aloke-bangla.com/EBook/Projukti-o-

Biggan/top100/insulin-secretion.jpg adresinden uyarlanarak alinmistir.

Holst, J.J., Gromada, J. (2004). Role of incretin hormones in the
regulation of insulin secretion in diabetic and nondiabetic humans.
American Journal of Physiology Endocrinology and Metabolism, 287(2),
199-206.

Yeniglin, M., Altuntas, Y. (2001). Tip 2 diabetes mellitus’'un patogenezi.
In: Her Yéniyle Diabetes Mellitus, (1), s: 85-237. Nobel Tip kitabevi,
Istanbul.

McGarry, J.D., Dobbins, R.L. (1999). Fatty acids, lipotoxisity and insulin
secretion. Diabetologia, 42(2),128-138.

Prentki, M., Corney, B.E. (1996). Are the beta-cell signaling molecules
malonyl-coA and cytosolic long-chain acyl-CoA implicated in multple
tissue defects of obesty and NIDDM?. Diabetes, 45, 273-283.

Weir, G.C., Bonner-Weir, S. (2004). Insulin secretion in type 2 diabetes.
Diabetes mellitus: A Fundamental and Clinical Text, edn 3. Edited by
LeRoith D, Taylor SI, Olefsky J.M. Phladelphia: Lippincott Williams &
Wilkins; 887-898.

Di Cola, G., Cool, MH., Acilci, D. (15 May 1997). Hypoglycemic effect of
insulin-like growth factor-1 in mice lacking insulin receptors. Journal of
Clinical Investigation, 99(10), 2538-44.

Barbetti, F., Gejman, P.V., Taylor, S.I. (1992). Detection of mutations in
insulin receptor gene by denaturing gradient gel electrophoresis.
Diabetes, 41(4),408-15.


http://www.nauba-aloke-bangla.com/EBook/Projukti-o-Biggan/top100/insulin-secretion.jpg
http://www.nauba-aloke-bangla.com/EBook/Projukti-o-Biggan/top100/insulin-secretion.jpg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1607067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1607067

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

79

Olefsky, IJM. (1976). Decreased insulin binding to adipocytes and
circulating monocytes from obese subjects. Journal of Clinical
Investigation, 57(5), 1165-1172.

Smith-Hall, J., Pons, S., Patti, ME. (1997). The 60-kDa insulin receptor
substrate functions like an IRS-protein (pp60IRS3) in adipose cells.
Biochemistry, 36(27), 8304-8310.

Bjornholm, M., Attersand, A. (2002). Absence of functional insulin
receptor substrate-3 (IRS-3) gene in humans. Diabetologia, 45(12),
1697-1702.

Jellema, A., Mensink, R.P., Kromhout, D. (2003). Metabolic risk markers
in ana overweight and normal weight population with oversampling of

carriers of the IRS-! 972Arg-variant. Atherosclerosis, 171, 75-81.

Yenush, L., White, M.F. (1998). The IRS-signaling system during insulin
and cytokine action. Essays in Biochemistry, 53, 119-138.

Kasuga, M., Karlsson, F.A., Kahn, C.R. (1982). Insulin stimulates the
phosphorylation of the 95,000-dalton subunit of its own receptor.
Science, 215(4529), 185-187.

White, M.F., Kahn, C.R. (1994). The insulin signaling system. Journal of
Biological Chemistry, 269(1), 1-4.

Toker, A., Cantley, L.C. (1997). Signalling through the lipid products of
phosphoinosite 3-OH kinase. Nature, 387(6634), 673-676.

Cross, DAE., Alessi, D.R., Cohen, P. (1996). Inhibition of glycogen
synthase kinase-3 by insulin mediated protein kinase B. Mature,
378(6559), 785-787.

Pessin, J.E., Thurmond D.C., Elmendorf ].S. ve ark. (1999). Molecular
basis of insulin-stimulated GLUT 4 vesicle trafficking. Location!

Location! Location!. Journal of Biological Chemistry, 274, 2593-2596.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/177453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/177453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7031900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7031900

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

80

Khan, H., Pessin, J.E. (2002). Insulin regulation of glucose uptake: a
complex interplay of intracellular signalling pathways. Diabetologia,
45(11),1475-1483.

Chiang, S.H., Bauman, C.A., Kanzaki, M. (2001). Insulin stimulated
GLUT4 translocation requires the CAP-dependent activation of TC10.
Nature, 19(410), 944-948.

Pawson, T., Scott, J.D. (1997). Signalling trough scaffold, anchoring,
and adaptor proteins. Science, 278, 2075-2080.

Groop, L.C., Saloranta, C., Schenk, M. (1991). The role of free fatty acid
metabolism in the pathogenesis of insulin resistance in obesity and non-
insulin-dependent diabetes mellitus. Journal of Clinical Endocrinology
and Metabolism, 72, 96-102.

Baker, J., Liu, J.P., Robertson, E.J. (1993). Efstratiadis A: Role of
insulin-like growth factors in embryonic and postnatal growth. Ce/,
75(1), 73-82.

Liu, J.P., Baker, 1., Perkins, J.A. (1993). Mice carrying null mutations of
the genes encoding insulin-like growth factor I (IGF-1) and type 1 IGF
receptor (IGF1r). Cell, 75(1), 59-72.

Defronzo, R.A., Simonson, D., Ferrannini, E. (1983). Hepatic and
peripheral insulin resistance: a common feature of insulin-independent

and insulin-dependent diabetes. Diabetologia, 32, 35-45.

Paternostro, G., Camici, P.G., Lammerstma, A.A. (1996). Cardiac and
skeletal muscle insulin resistance in patients with coronary artery
disease: a study with positron-emitting tomography. Journal of Clinical
Investigation, 98, 2094-2099.

Atkinson, M., Eisenbarth, G. (2001). Type 1 diabetes: new perspectives
on disease pathogenesis and treatment. Lancet, 358(9277), 221-229.



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

81

Imagawa, A., Hanafusa, T., Tamura, S. (2001). Pancreatic biopsy as a
procedure for detecting in situ autoimmune phenomena in type 1
diabetes: close correlation between serological markers and histological
evidence of cellular autoimmunity. Diabetes, 50(6), 1269-1273.

Altuntas, Y. (2001). Diabetes mellitus’'un tanimi, tanisi ve siniflandirmasi
in: Yenigin M, Altuntas Y(eds): Her Yondiyle Diabetes Mellitus. Nobel
Tip kitabevi, Istanbul, (1), 51-63.

American Diabetes Association (2010): Diagnosis and classification of
diabetes mellitus. Diabetes Care; 33 Suppl 1:562.

Skyler, 1.S. (1988). Insulin Pharmacology. Medical Clinics of North
America, 72(6), 1337-1354.

Colquitt, J., Royle, P., Waugh, N. (2003). Are analogue insulins beter
than soluble in continious subcutaneous insulin infusion? Results of a
meta-analysis. Diabet Med.,20, 863-866.

Williams, P. (1894). Notes on diabetes treated with extract and by

grafts of sheep’ s pancreas. British Medical Journal, 2,1303.

Kelly, W.D., Lillehei, R.C., Merkel, F.K., Idezuki, Y. (1967).
Allotransplantation of the pancreas and duodenum along with the

kidney in diabetic nephropathy. Surgery, 61(6), 827.

Sollinger, H.W., Knechtle, S.]J., Reed, A. (1992). Experience with 100
consecutive simultaneus kidney-pancreas transplants with bladder
drainage. American Diabetes Association. Position statement: pancreas
transplantation for patienets with diabetes mellitus. Diabet Care, 15,
1668.

Sutherland, D.E. (2001). Pancreas transplantation. J Diabetes
Complications, 15(1), 10.



136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

82

Cattaneo, D., Merlini, S., Pellegrino, M. (2004). Therapotic drug
monitoring of sirolimus: effect of concomittant immunosupressive
therapy and optimization of drug dosing. American Journal of
Transplantation, 4, 1345-1351.

Shapiro, A.M., Lakey, J.R., Ryan, E.A. (2000). Islet transplantation in
seven patients with type 1 diabetes mellitus using a glucocorticoid-free
immunosuppressive regimen. New England Journal of Medicine, 343,
230-238.

Najarian, 1.S., Sutherland, D.E., Matas, A.j., Steffes, M.W. (1977).
Human islet transplantation: a preliminary report. T7ransplant
Proceedings, 9(1), 233-236.

Brendel, M.D., Hering, B.]., Schultz, AO. (1998). Islet Transplant
Registry Newsletter. No:8,.

Shapiro, A.M., Lakey, J.R., Ryan, E.A. (2000). Islet transplantation in
seven patients with type 1 diabetes mellitus using a glucocorticoid-free
immunosupressive regimen. New England Journal of Medicine,
343(4),230-238.

Ryan, E.A., Paty, B.W., Senior, P.A. (2005). Five-year follow-up after
clinical islet transplantation. Diabetes, 54(7), 2060-20609.

American Diabetes Association. (2000). Pancreas transplantation for

patients with Type 1 diabetes. Diabetes Care, 23, 117.

Esmatjes, E., Flores, L., Vidal, M. (2003). Hypoglisemia after pancreas
trasnplantation: usefulness of a continious glucose monitoring system.
Clinical Transplantation, 17, 534-538.

Eliot, J., Scarpello, J.H.B., Morgan, N.G. (2002). Differential effects of
genistein on apoptosis induced by fluoride and pertusis toxin in human
and rat pancreatic islets and RIN m5F cells. Journal of Endocrinobgy,
172, 137-143.



145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

83

London, J.M., Contractor, H., Lake, S.P. (1990). A fluorometric viability
assay for single human and rat islets. Hormone and Metabolic Research

Supplementation, 25, 82-87.

Mascotti, K., Mc Cullough, J., Burger, S.R. (2000). HPC viability
measurment: Trypan blue versus acridine orange and propidium iodide.
Transfusion, 40, 693-696.

Bottino, R., Balamurugan, A.N., Bertera, S. (2002). Preservation of
human islet cell functional mass by anti-oxidative action of a novel SOP
mimic compound. Diabetes, 51(2), 561-517.

Tennant, J.R. (1964). Evaluation of trypan blue technique for

determination of cell viability. 7ransplantation, 2, 685-694,.

Janjic, D., Wollheim, C.B. (1992). Islet cell metabolism is reflected by
the MTT (tetrazolium) colorimetric assay. Diabetologia, 35, 482-485.

Morgan, N.G., Diakogiannaki, E., Russell, M.A. (2009). The incubation
and monitoring of cell viability in primary rat islets of Langerhans and

pancreatic beta-cell lines. Methods of Molecular Biology, 560, 53-64.

Calikoglu, E., Kiralan, M., Bayrak, A. (2006). Ucucu yag nedir, nasil/
dretilir ve Turkiyedeki durumuna genel bir bakis, Turkiye 9. Gida
Kongresi; 24-26 Mayis.

Ceylan, A. (1983). T7ibbi Bitkiler-II. 1zmir, Ege Universitesi Ziraat
Fakiltesi Yayini No:481.

Baytop, T., Baser, K.H.C.( 1995). On essential oils and aromatic waters
used as madicine in Istanbul between 17th and 19th centuries-K. H. C.
Baser (ed.): Flavours, Fragrances and Essential Oils. Proceedings of the
13th INternational Congress of Flavours, Fragrances and Essential Qil,
Istanbul, Turkey, 2, 99.

Linskens, H.F., Jackson JF. (1997). Modern Methods of Plant Analysis,
Vol. 19: Plant Volatile Analysis, Springer, Germany.


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Horm%20Metab%20Res%20Suppl.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Horm%20Metab%20Res%20Suppl.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Methods%20Mol%20Biol.');

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

84

Rangahau, M.K. (2001). Essential oils and their production. Crop and
Food Research. Natural Products of Woody Plants Vol.2, Germany,
Springer.

Linskens, H.F., Jackson, J.F. (1997). Modern Methods of Plant Analysis,

Vol. 12: Essential Oils and waxes, Germany, Springer.

Yamani, Y., Khajeh, M., Ghasemi, E., Mirza, M., Javidnia, K. (2007).
Comparison Of Essential Oil Compositions Of Salia Mirzayanii Obtained
By Supercritical Carbondioxide Extraction And Hydrodistilaltion Methods.
Food Chemistry, 108, 341-346.

Moyler, D.A. (1993). Extraction Of Essential Oils With Carbon Dioxide.
Flavour and Fragrance J., 8, 235-247.

Ceylan, A. (1983). T7ibbi Bitkiler-II. 1zmir, Ege Universitesi Ziraat
Fakiltesi Yayini No:481.

Kocabas, Y.Z., Karaman, S. (2001). Essential oils of Lamiaceae family
from South East Mediterranean Region (Turkey), Pakistan. Journal of
Biological Sciences, 4, 1221-1222.

Baydar, H. (2005). Yayla kekigi (Origanum minutiflorum)’ nde farkl
toplama zamanlarinin ugucu yag igerigi ve ugucu yag bilesenleri (izerine
etkisi. Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 18(2), 175-178.

Andersen, A. (2001). Final report on the safety assessment of sodium
p-chloro-m-cresol, p-chloro-m-cresol, chlorothymol, mixed cresols, m-
cresol, o-cresol, p-cresol, isopropyl cresols, thymol, o-cymen-5-ol, and

carvacrol. International Journal of Toxicology. 1, 29-127.

http://memorias.ioc.fiocruz.br/984/474701.html adresinden alinmistir.

Austgulen, L.T.E., Scheline, R.R. (1987). Metabolism in rats of p-
Cymene derivatives: Carvacrol and thymol. Pharmacology and
Toxicology, 61, 98-102.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Andersen%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20J%20Toxicol.');
http://memorias.ioc.fiocruz.br/984/474701.html

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

85

Ultee, A., Kets, E.P., Smid, E.J. (1999). Mechanisms of action of
carvacrol on the food-borne pathogen Bacillus cereus. Applied and
Environmental Microbiology, 65(10), 4606-4610.

Bhattaram, V.A., Graefe, U., Kohlert, C. (2002). Pharmacokinetics and
bioavailability of herbal medicinal products. Phytomedicine, 9 (3), 1-33.

Cetin, H., Erler, F., Yanikoglu, A. (2007). A comparative evaluation of
Origanum onites essential oil and its four major components as
larvicides against the pine processionary moth, Thaumetopoea

wilkinsoni. Pest Management Science, 63(8), 830-833.

Koparal, A.T., Zeytinoglu, M. (2003). Effects of Carvacrol on a Human
Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) Cell Line, A549. Cytotechnology,
43(1-3):149-154.

He, L., Mo, H., Hadisusilo, S., Quresh,i A.A., Elson, C.E. (1997).
Isoprenoids suppress the growth of murine B16 melanomas in vitro and
in vivo. Journal of Nutrition, 127, 668-674.

Zeytinoglu, H., Incesu, Z., Baser, K.H. (2003). Inhibition of DNA
synthesis by carvacrol in mouse myoblast cells bearing a human N-RAS
oncogene. Phytomedicine., 10(4), 292-299.

Lorente, I, Ocete, M.A, Zarzuelo, A. (1989). Bioactivity of the essential
oil of Bupleurum fruticosum. Journal of Natural Products, 52(2), 267-
272.

Ocafa-Fuentes, A., Arranz-Gutiérrez E. (2010). Supercritical fluid
extraction of oregano (Origanum vulgare) essentials oils: Anti-
inflammatory properties based on cytokine response on THP-1
macrophages. Food Chemical Toxicology, 48(6),1568-1575.

Undeger U, Basaran A, Degen G.H. (2009). Antioxidant activities of
major thyme ingredients and lack of (oxidative) DNA damage in V79
Chinese hamster lung fibroblast cells at low levels of carvacrol and
thymol. Food Chemical Toxicology, 47(8), 2037-2043.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ultee%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kets%20EP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smid%20EJ%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Appl%20Environ%20Microbiol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Appl%20Environ%20Microbiol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bhattaram%20VA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Graefe%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kohlert%20C%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Phytomedicine.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cetin%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Erler%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yanikoglu%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Pest%20Manag%20Sci.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Koparal%20AT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zeytinoglu%20M%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cytotechnology.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zeytinoglu%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Incesu%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baser%20KH%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Phytomedicine.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lorente%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ocete%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zarzuelo%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Nat%20Prod.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oca%C3%B1a-Fuentes%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Arranz-Guti%C3%A9rrez%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Unde%C4%9Fer%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ba%C5%9Faran%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Degen%20GH%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Food%20Chem%20Toxicol.');

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

86

Aydin S, Basaran A.A, Basaran N. (2005). The effects of thyme volatiles
on the induction of DNA damage by the heterocyclic amine IQ and
mitomycin C. Mutation Research, 581(1-2), 43-53.

Akkol, E.K., Avci, G., Kicukkurt, I., Keles, H. (2009). Cholesterol-
reducer, antioxidant and liver protective effects of Thymbra spicata L.

var. spicata. Journal of Ethnopharmacology, 126(2), 314-319.

Vosough-Ghanbari, S., Rahimi, R., Kharabaf, S.: Effects of Satureja
khuzestanica on Serum Glucose, Lipids and Markers of Oxidative Stress
in Patients with Type 2 Diabetes Mellitus: A Double-Blind Randomized
Controlled Trial. Oxford Journals Medicine Evidence-based Compl and
Alt. Medlicine,eCAM Advance Access,10.1093/ecam/nen018.

Rai, V., Mani, U.V. (1997). Effect of Ocimum sanctum Leaf Powder on
Blood Lipoproteins, Glycated Proteins and Total Amino Acids in Patients
with Non-insulin-dependent Diabetes Mellitus. Journal of Nutritional &

Environmental Medicine., 7, 113-118.

Magyar, J., Szentandrassy, N., Banyasz, T. (2004). Effects of terpenoid
phenol derivatives on calcium current in canine and human ventricular

cardiomyocytes. European Journal of Pharmacology, 487(3),29-36.

Aydin, Y., Kutlay, O., Ari, S., Duman, S. (2007). Hypotensive effects of
carvacrol on the blood pressure of normotensive rats. Planta Med.,
73(13), 1365-1371.

Chan, A.S., Pang, H., Yip, E.C. (2005). Carvacrol and eugenol
differentially stimulate intracellular Ca2+ mobilization and mitogen-
activated protein kinases in Jurkat T-cells and monocytic THP-1 cells.
Planta Medica, 71(7), 634-639.

Van Den Broucke, C.O., Lemli, J.A. (1982). Antispasmodic Activity of
Origanum compactum. Planta Medica, 45(7),188-190.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aydin%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ba%C5%9Faran%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ba%C5%9Faran%20N%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mutat%20Res.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Akkol%20EK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Avci%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22K%C3%BC%C3%A7%C3%BCkkurt%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kele%C5%9F%20H%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Ethnopharmacol.');
http://www.oxfordjournals.org/
http://www.oxfordjournals.org/subject/medicine/
http://ecam.oxfordjournals.org/
http://ecam.oxfordjournals.org/
http://ecam.oxfordjournals.org/papbyrecent.dtl
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Magyar%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Szentandr%C3%A1ssy%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%A1ny%C3%A1sz%20T%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Eur%20J%20Pharmacol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aydin%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kutlay%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ari%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Duman%20S%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Planta%20Med.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chan%20AS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pang%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yip%20EC%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Planta%20Med.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Van%20Den%20Broucke%20CO%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lemli%20JA%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Planta%20Med.');

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

87

Boskabady, M.H., Jandaghi, P. (2003). Relaxant effects of carvacrol on
guinea pig tracheal chains and its possible mechanisms. Pharmazie.
58(9), 661-663.

Aydin, S., Seker, E. (2005). Effect of an aqueous distillate of Origanum
onites L. on isolated rat fundus, duodenum and ileum: evidence for the

role of oxygenated monoterpenes. Pharmazie, 60(2), 147-150.

Wagner, H., Wierer, M., Bauer, R. (1986). In vitro Inhibition of
Prostaglandin Biosynthesis by Essential Oils and Phenolic Compoundsl1.
Planta Medica , 52(3),184-187.

Vaddi, H.K., Ho, P.C., Chan, Y.W., Chan, S.Y. (2002). Terpenes in
ethanol: haloperidol permeation and partition through human skin and

stratum corneum changes. Journal of Controlled Release, 81(2), 121-
133.

Lee, J., Jung, E., Yu, H., Kim, Y., Ha, ]J. (2008). Mechanisms of
carvacrol-induced expression of type I collagen gene. Journal of

Dermatological Sciences, 52(3), 160-169.

Carter, 1.D., Dula, S.B., Corbin, K.L., Wu, R. (2009). A Practical Guide to
Rodent Islet Isolation and Assessment. Biological Procedures Online,
11, 3-31.

Ricordi, C. (1991). Quantative and qualitative standarts for islet
isolation assesment in humans and large animals. Pancreas, 6, 242-
244,

London, J.M., Contractor, H., Lake, S.P. (1990). A fluorometric viability
assay for single human and rat islets. Horm Metab Res Suppl., 25, 82-
87.

Lowry, O., Rosenbraugh, N., Farr, L., Rondall, R. (1951). Protein
measurement with the folin-phenol reagent. Journal of Biological
Chemistry, 193(1), 265-275.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Boskabady%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jandaghi%20P%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Pharmazie.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aydin%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seker%20E%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Pharmazie.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wagner%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wierer%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bauer%20R%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Planta%20Med.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vaddi%20HK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ho%20PC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chan%20YW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chan%20SY%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Control%20Release.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lee%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jung%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yu%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ha%20J%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Dermatol%20Sci.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Dermatol%20Sci.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Carter%20JD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dula%20SB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Corbin%20KL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20R%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biol%20Proced%20Online.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Horm%20Metab%20Res%20Suppl.');

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

88

Esterbauer, H., Cheeseman, K.H. (1990). Determination of aldehydic
lipid peroxidation products: Malonaldehyde and 4-hydroxynonenal.
Methods in Enzymology, 186, 407-421.

Levine, R.L., Garland, D., Oliver, C.N., Amici, A., Climent, 1., Lenz, A.G.,
Ahn, B.W. (1990). Determination of carbonyl content in oxidatively
modified proteins. Methods in Enzymology, 186, 464-478.

Hyder, A. (2005). Effect of the pancreatic digestion with liberase versus
collagenase on the vyield, function and viability of neonatal rat

pancreatic islets. Cell Biology International, 29(9), 831-834.

Dellg, H., Saito, M.H., Yoshimoto, P.M., Noronha, I.L. (2007). The use
of iodixanol for the purification of rat pancreatic islets. 7ransplantation
Proceedings, 39(2), 467-469.

Chen, X.B., Li, Y.X., Jiao, Y., Dong, W.P., Li, G., Chen, J., Tan, J.M.
(2007). Influence of heme oxygenase-1 gene transfer on the viability
and function of rat islets in in vitro culture. World Journal of
Gastroenterology, 13(7), 1053-1059.

Kin, T., Senior, P., O'Gorman, D. (2008). Risk factors for islet loss
during culture prior to transplantation. T7ransplant International,
21(11),1029-1035.

Pileggi, A., Molano, R.D., Berney, T., Cattan, P., Vizzardelli, C., Oliver,
R. (2001). Heme oxygenase-1 induction in islet cells results in
protection from apoptosis and improved in vivo function after
transplantation. Diabetes, 50(9), 1983-1991.

Blinman, T.A., Gukovsky, I., Mouria, M., Zaninovic, V., Livingston, E.,
Pandol, S.J. (2000). Activation of pancreatic acinar cells on isolation
from tissue: cytokine upregulation via p38 MAP kinase. American
Journal of Physiology, 279(6), 1993-2003.


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Transpl%20Int.');

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

89

Robertson, R.P., Harmon, J., Tran, P.O., Tanaka, Y., Takahashi, H.
(2003). Glucose toxicity in B-cells: type 2 Diabetes, good radicals gone
bad, and the glutathione connection. Diabetes, 52(3), 581-587.

Hoeldtke, R.D., Bryner, K.D., McNeill, D.R., Warehime, S.S., Van Dyke,
K. (2003). Oxidative stress and insulin requirements in patients with
recent-onset type 1 diabetes. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism, 88(4), 1624-1628.

Evans, J.L., Goldfine I.D., Maddux, B.A., Grodsky, G.M. (2003). Are
oxidative stress-activated signaling pathways mediators of insulin

resistance and B-cell dysfunction? Diabetes, 52(1), 1-8.

Lenzen, S., Drinkgern, J., Tiedge, M. (1996). Low antioxidant enzyme
geneexpression in pancreatic islets compared with various mouse
tissues. Free Radical Biology and Medicine, 20(3), 463-466.

Bertera, S., Crawford, M.L., Alexander, A.M., Papworth, G.D., Watkins,
SC. (2003). Gene transfer of manganese superoxide dismutase extends
islet graft function in a mouse model of autoimmune diabetes.
Diabetes, 52(2), 387-393.

Chen, H., Li, X., Epstein, P.N. (2005). MnSOD and catalase transgenes
demonstrate that protection of islets from oxidative stress does not
alter cytokine toxicity. Diabetes, 54(5), 1437-1446.

Li, X., Chen, H., Epstein, P.N. (2004). Metallothionein protects islets
from hypoxia and extends islet graft survival by scavenging most kinds
of reactive oxygen species. Journal of Biological Chemistry, 279(1),
765-771.

Wagner, B.A., Buettner, G.R., Burns, C.P. (1996). Vitamin E slows the
rate of free radical-mediated lipid peroxidation in cells. Arch Biochem
Biophys., 334(2), 261-267.



207.

208.

209.

210.

211,

212,

213.

214,

215.

90

Amoli, M.M., Mousavizadeh, R., Sorouri, R., Rahmani, M., Larijani, B.
(2006). Curcumin inhibits in vitro MCP-1 release from mouse pancreatic

islets. Transplantation Proceedings., 38(9), 3035-3038.

Zhu, Q.L., He, AX., Lu, X.R. (2001). Effects of puerarin on the
scavenge of oxygen free radicals and the antagonism against oxidative

injury. Pharmacological Journal of Chin PLA, 17, 1-4.

Beckett, G.J., Arthur, J.R. (2005). Selenium and endocrine systems.
Journal of Endocrinology, 184(3), 455-465.

Jindal, R.M., Taylor, R.P., Morris, P.J., Gray, D.W. (1996). The role of
zinc in solutions used for cold preservation of pancreatic islets.
Pancreas, 12(4), 340-344.

Okado-Matsumoto, A., Batini¢-Haberle, 1., Fridovich, I. (2004).
Complementation of SOD-deficient Escherichia coli by manganese
porphyrin mimics of superoxide dismutase activity. Free Radlical Biology
of Medicine, 37(3), 401-410.

Chizzola, R., Michitsch, H., Franz, C.(2008). Antioxidative properties of
Thymus vulgaris leaves: comparison of different extracts and essential
oil chemotypes. Journal of Agricultural Food Chemistry, 56(16), 6897-
904.

Goze, 1., Alim, A., Cetinus, S.A., Cetin, A. (2010). In Vitro Antimicrobial,
Antioxidant, and Antispasmodic Activities and the Composition of the
Essential Oil of Origanum acutidens (Hand.-Mazz.) Ietswaart. Journal of
Medicine Food, 13(3), 705-709.

Luna, A., Labaque, M.C., Zygadlo, J.A. (2010). Effects of thymol and
carvacrol feed supplementation on lipid oxidation in broiler meat.
Poultry Science, 89(2), 366-370.

Taira, J., Ikemoto, T., Yoneya, T. (1992). Essential oil phenyl
propanoids. Useful as.OH scavengers? Free Radical Research
Community, 16 (3), 197-204.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chizzola%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Michitsch%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Franz%20C%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Agric%20Food%20Chem.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Goze%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alim%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cetinus%20SA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cetin%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Med%20Food.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Med%20Food.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Luna%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%A1baque%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zygadlo%20JA%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Poult%20Sci.');

216.

217.

218.

219,

220.

221.

222,

223.

o1

Clarys, P., Barel, A. (1998). Efficacy of tropical treatment of
pigmentation skin disorders with plant hydroquinone glucosides as
assessed by quantitative color analysis. Journal of dermatology, 25 (6),
412-414.

Aeschbach, R., Loliger, J., Scott, B.. Antioxidants actions of thymol,
carvacrol, 6-gingerol, zingerone and hydroxytyrosol. Food Chemistry
and Toxicology, 32 (1), 31-36.

Nafisi, S.H., Hajiakhoondi, A., Yektadoost, A. (2004). Thymol and
carvacrol binding to DNA: model for drug-DNA interaction. Biopolymers,
74(5), 345-351.

Stammati, A., Bonsi, P., Zucco F. (1999). Toxicity of selected plant
volatiles in microbial and mammalian short-termassays. Food Chemical
Toxicology, 37(8), 813-823.

Ipek, E., Tiyli, B.A., Zeytinoglu, H. (2003). Effects of carvacrol on
sister chromatid exchanges in human Ilymphocyte cultures.
Cytotechnology, 43(1-3), 145-148.

Vicufa, G.C., Stashenko, E.E., Fuentes, J.L. (2009). Chemical
composition of the Lippia origanoides essential oils and their
antigenotoxicity against bleomycin-induced DNA damage. Fitoterapia,
81(5), 343-349.

Horvathova, E., Sramkova, M., Labaj, J. (2006). Study of cytotoxic,
genotoxic and DNA-protective effects of selected plant essential oils on

human cells cultured in vitro. Neuro Endocrinology Lett.,27 (2), 44-47.

Azirak, S., Rencuzogullan, E. (2008). The in vivo genotoxic effects of
carvacrol and thymol in rat bone marrow cells. Environmental
Toxicology, 23(6), 728-735.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nafisi%20Sh%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hajiakhoondi%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yektadoost%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Biopolymers.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vicu%C3%B1a%20GC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stashenko%20EE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fuentes%20JL%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Fitoterapia.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Horv%C3%A1thov%C3%A1%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sramkov%C3%A1%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%A1baj%20J%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Neuro%20Endocrinol%20Lett.');

224,

225.

226.

227.

228.

229.

230.

92

Blinman, T.A., Gukovsky, I., Mouria, M., Zaninovic, V., Livingston, E.
(2000). Activation of pancreatic acinar cells on isolation from tissue:
cytokine upregulation via p38 MAP kinase. American Journal of
Physiology, 279(6), 1993-2003.

Thorn, C.F., Whitehead, A.S. (2002). Differential transcription of the
mouse acute phase serum amyloid A genes in response to pro-
inflammatory cytokines. Amyioid, 9(4), 229-236.

Piemonti, L., Leone, B.E., Nano, R., Saccani, A., Monti, P., Maffi, P.
(2002). Human pancreatic islets produce and secrete MCP-1/CCL2:

relevance in human islet transplantation. Diabetes, 51(1), 55-65.

Eckhoff, D.E., Smyth, C.A., Eckstein, C., Bilbao, G., Young, C.J.,
Thompson, J.A. (2003). Suppression of the c-Jun N-terminal kinase
pathway by 17beta-estradiol can preserve human islet functional mass
from proinflammatory cytokine-induced destruction. Surgery, 134(2),
169-179.

Bottino, R., Balamurugan, A.N., Tse, H. (2004). Response of human
islets to isolation stress and the effect of antioxidant treatment.
Diabetes, 53(10), 2559-2568.

Matsuda, T., Omori, K., Vuong, T., Pascual, M., Valiente, L. (2005).
Inhibition of p38 pathway suppresses human islet production of pro-
inflammatory cytokines and improves islet graft function. American
Journal of Transplantation, 5(3), 484-493.

Quan, N., Ho, E., La, W., Tsai, Y.H., Bray, T. (2001). Administration of
NF-kappaB decoy inhibits pancreatic activation of NF-kappaB and
prevents diabetogenesis by alloxan in mice. FASEB Journal, 15(9),
1616-1618.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bottino%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Balamurugan%20AN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tse%20H%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Diabetes.');

231.

232.

233.

93

Giannoukakis, N., Rudert, W.A., Trucco, M., Robbins, P.D. (2000)
Protection of human islets from the effects of interleukin-1beta by

adenoviral gene transfer of an Ik B repressor. Journal of Biological
Chemistry, 275(47), 36509-36513.

Hotta, M., Nakata, R., Katsukawa, M. (2010). Carvacrol, a component
of thyme oil, activates PPAR alpha and gamma and suppresses COX-2

expression. Journal of Lipid Research, 51(1), 132-139.

Robertson, R.P. (2006). Oxidative stress and impaired insulin secretion

in type 2 diabetes. Current Opinion in Pharmacology, 6(6), 615-619.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hotta%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakata%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Katsukawa%20M%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Lipid%20Res.');

	kapak.pdf
	imza.pdf
	ASLI-2010TEZBASIMI.pdf



