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Alfa lipoik asidin rat karaciger homojenatlarinda hidrojen
peroksit ile indiiklenmis lipid peroksidasyonuna etkisi

[The effect of alpha lipoic acid on hydrogen peroxide-induced lipid peroxidation
in rat liver homogenates]

Siileyman Bedir Yapar, OZET

Sevgi Eskiocak Amag: Oksidan iiriinlerin, diabetes mellitus, ateroskleroz, katarakt ve karaciger sirozu gibi hasta-
liklarin patogenezinde rol aldigi bilinmektedir. Bu nedenle son yillarda antioksidan molekiillerin
terapotik amagli kullanimi artmistir.

Calismamizda; alfa lipoik asidin farkli dozlarinin invitro kullaniminin, rat karaciger homojenatla-

. rinda indiiklenmis lipid peroksidasyonu ve doku glutatyon diizeyine etkilerini aragtirmak amaglan-
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi mustir.

Biyokimya Anabilim Dali, Edirne, Tirkiye Metod: Rat karaciger homojenatlarinda 15 mM hidrojen peroksit kullanilarak lipid peroksidasyon

indiiksiyonu yapildi. Lipid peroksidasyonu indiiklenen deney diizenekleri 4 alt gruba ayrildi ve bu
gruplara sirastyla 0, 2, 4 ve 8 mM alfa lipoik asid eklendi. Doku glutatyon diizeyleri ve lipid perok-
sidasyon son {iriinii olan malondialdehid diizeyleri incelendi.

Bulgular: Aktivasyon grubundaki malondialdehid diizeyi kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bu-
lundu. Tiim Alfa lipoik asid gruplarindaki malondialdehid diizeyleri aktivasyon grubunun diizeyine
gore anlamli diisiik bulundu. Aktivasyon grubunun glutatyon diizeyi kontrol grubuna gore anlamli
diisiik bulundu. Alfa lipoik asid gruplarindaki glutatyon diizeyleri aktivasyon grubundaki diizeye
gore anlamli yiiksek bulundu. Glutatyon diizeyinin zamana bagli degisimi incelendiginde dnce dere-
celi olarak azaldigi, daha sonra arttig1, 4 ve 8 mM gruplarinda baslangi¢ diizeyini de astig1 gozlendi.
Sonug¢: Sonug olarak bulgularimiz, sadece hidrojen peroksit uygulanan aktivasyon grubunda lipid
peroksidasyonunun uyarildigini gostermektedir. Alfa lipoik asid uygulanan gruplardaki malondial-
dehid diizeylerinin aktivasyon gruplarindaki diizeylere gore anlaml diisiik, glutatyon diizeylerinin
ise anlamli yiiksek olmasinin nedeninin, alfa lipoik asid’in antioksidan 6zelliklerinden kaynaklan-
digin1 soyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Alfa lipoik asid, malondialdehid, glutatyon, hidrojen peroksit.

Cikar Catismasi: Yazarlarin ¢ikar ¢atigmasi yoktur.
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Objective: It is known that oxidant species play a role in the pathogenesis of certain diseases such
Dr. Sevgi Eskiocak as diabetes mellitus, atherosclerosis, cataract and hepatic cirrhosis. Therefore, the use of antioxidant

P o species for therapeutic purposes has risen up in the recent years.
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Telefon: +90 284 236 09 09 duced lipid peroxidation and tissue glutathione level in rat liver homogenates.

E-posta: drseskiocak@hotmail.com Methods: Hydrogen peroxide (15 mM) has been used for induction of lipid peroxidation at liver
homogenates. The experimental setups induced by lipid peroxidation have been divided into four
sub-groups. Alpha lipoic acid was added in 0, 2, 4 and 8 mM concentrations into those groups, re-
spectively. The malondialdehyde levels which is the end product of lipid peroxidation and the levels
of tissue glutathione have been determined.

Results: The level of malondialdehyde in the activation groups has been found to be significantly
higher than to the control group. The levels of malondialdehyde in the all alpha lipoic acid groups
have been found to be significantly lower than the activation group. The level of glutathione in the
activation group has been detected significantly lower when it was compared to the control group.
The levels of glutathione in the all alpha lipoic acid groups have been found to be significantly higher
from the activation group. When the time-dependent change in the level of glutathione was investi-
gated it was observed that these initially decrease and then started to increase. In the groups of 4 and
8 mM, this level was even over from the starting point.

Conclusion: In conclusion, our findings suggest that lipid peroxidation is induced in the experimen-
tal setups where hydrogen peroxide are applied. The reason of significantly lower malondialdehyde
and higher glutathione levels in alpha lipoic acid group than activation groups may be a result of the
antioxidant property of alpha lipoic acid.
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Giris

Serbest oksijen radikalleri (SOR) fizyolojik sistemlerde
hiicresel metabolizma sonucu tretilirler. Oksidatif atakla
SOR artar. SOR’nin zararl etkilerinin yaninda yararl et-
kileri de vardir. Bakteri, viriis ve kanser hiicrelerinin 61dii-
riilmesine katkida bulunurlar. Bununla birlikte, organiz-
manin normal hiicrelerini de etkileyerek hiicre hasarina,
Olimiine ve kanser hiicrelerinin agiga ¢ikmasina neden
olabilmektedirler [1].

Oksidan triinlerin, diabetes mellitus, ateroskleroz, kata-
rakt ve karaciger sirozu gibi hastaliklarin patogenezinde
rol aldig1 bilinmektedir. Bu nedenle son yillarda antioksi-
dan molekiillerin terapotik amagli kullanimi1 artmistir. Alfa
lipoik asit (a-LA) bitki ve hayvan dokularinda yaygin bu-
lunan, tiyol grubu igeren bir bilesiktir. Ditiyolan halkasi
sayesinde yiiksek bir indirgeme 6zelligine sahiptir. a-LA
lipid ve sulu ortamda ¢oziiniir; bagirsaklardan kolaylikla
emilir; hiicrelerde dihidrolipoik aside (DHLA) indirgenir.
Diyette yeterli miktarda bulunmasina ragmen, mitokondri-
de bulunan lipoik asid sentaz tarafindan sentezlenebilmek-
tedir [2]. a-LA’in en iyi bilinen fizyolojik rolii oksidatif
dekarboksilasyon reaksiyonlarini katalizleyen miiltienzim
komplekslerindeki kofaktdr islevidir. Bununla beraber son
yillarda antioksidan etkisi konusunda ¢alismalar artmak-
tadir. a-LA ekzojen verildiginde serbest metal selasyonu,
askorbik asid, vitamin E ve glutatyonun (GSH) rejeneras-
yonu, radikal temizleyici gibi antioksidan etkinliklere sa-
hiptir [3]. DHLA’in antioksidan etkinligi, a-LA’den daha
fazladir [4]. a-LA’in iki tane izomerik konfigiirasyonu var-
dir. Bunlardan R formu dogal iken S formu sentetiktir [3].
Hem rediikte DHLA hem de okside a-LA formlari hipok-
1616z asidi (HOCI), hidroksil radikalini (*OH), ve singlet
oksijeni ('O,) dogrudan temizler, hidrojen peroksiti (H,0,)
ise rediikler. a-LA ve DHLA gidalarda bulunduklar1 ve en-
dojen sentez edildikleri igin ideal bir terapotik antioksidan
ajan olarak degerlendirilebilir [2].

Lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
zincirleme bir radikal reaksiyonudur ve baglama, ilerleme,
sonlanma olmak iizere li¢ asamadan olusur. *OH, alkoksil,
peroksil radikalleri ve 'O, molekiilii lipid peroksidasyonu
zincir reaksiyonlarini baglatabilir. Olusan lipid peroksil
radikalleri hiicre membranindaki diger ¢oklu doymamis
yag asidlerini etkileyerek, yeni lipid radikallerinin olusu-
munu saglamakta ve reaksiyon oto-katalitik olarak iler-
lemektedir [5,6]. Lipid peroksidasyonu, LOOH’1mn ma-
londialdehid (MDA) gibi aldehid ve diger karbonil yapili
bilesiklere doniigsmesi ile sonlanmaktadir.

Lee ve ark. [7] H,0, ile lipid peroksidasyonunu uyararak
in vitro o-LA uygulamasinin lipid peroksidasyonunu inhi-
be edici etkisini arastirmislardir. Ancak bu ¢alismada lipid
peroksidasyonu sabit bir siire sonunda bir kez 6l¢iilmiis
ve lipid peroksidasyon fazlari ayrintili olarak degerlendi-
rilmemistir. Bu nedenle a-LA’nin lipid peroksidasyonunu
engelleme mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamastir.

Calismamizda, a-LA’nin farkli dozlarinin in vitro kulla-
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Tablo 1. Doku calisma gruplari ve deney diizenegi

Gruplar Lipoik asit ~ Sodyum bikarbonat  indiiksiyon
Aktivasyon - ™ 15mMH,0,
2mM 2mM - 15mMH,0,
4 mM 4 mM - 15mMH,0,
8 mM 8 mM - 15mMH.0,
Kontrol ™ -

niminin, rat karaciger homojenatlarinda H,O, ile indiik-
lenmis lipid peroksidasyonu ve doku GSH diizeyine et-
kilerini arastirmak amacglanmistir. Ayrica a-LA’nin lipid
peroksidasyonunu hangi asamada etkiledigine ve etki me-
kanizmasina agiklik getirmek amaglanmuistir.

Gerec¢ ve Yontem

Bu calisma; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik
Kurul onay1 alinarak Trakya Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Biyokimya Anabilim Dali arasgtirma laboratuvarinda ger-
ceklestirildi. Agirliklar: 200-250 gr arasinda degisen 8-10
haftalik 10 adet disi Spraque-Dawley rat ¢alismaya alindt.
Bazal diyet ile beslenen, 2242 °C oda sicakligi, %60 nem
orant, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ritmde tutulan rat-
lar, rompun (0.01 mL/100 mg viicut agirligi) ve ketalar
(0.05 mL/100 mg viicut agirligr) anestezikleri uygulana-
rak sakrifiye edildiler. Karaciger doku 6rnekleri alinarak
%0.9’1uk serum fizyolojik ile yikandi ve lipid peroksi-
dasyonu ve GSH ol¢timleri i¢in analiz giiniine kadar —70
°C’de saklandilar. Analizler 1 ay i¢inde gergeklestirildi.

Doku orneklerinin hazirlanmasi

Ratlardan elde edilen karaciger dokular1 1/10 oraninda 0.1
M, pH 7.4 fosfat tamponu ile homojenize edilerek homo-
jenat havuzu hazirlandi. Homojenatlar 1700xg’de santri-
fiij edildikten sonra siipernatantlar deney i¢in kullanildi.

Doku ¢caligma gruplart

Tablo 1°de doku ¢alisma gruplari ve deney diizenegi go-
rilmektedir. Hazirlanan siipernatantlar aktivasyon, 2 mM
o-LA, 4 mM o-LA 8 mM a-LA ve kontrol olmak {izere 5
alt gruba ayrildi. a-LA (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Al-
manya) 1 M sodyum bikarbonat (NaHCO,) iginde ¢dziil-
dii, a-LA gruplarina her biri es hacimde olmak iizere sira-
styla 2, 4 ve 8 mM a-LA eklendi. Aktivasyon grubuna ise
es hacimde 1 M NaHCO, eklendi. Aktivasyon ve a-LA
gruplarina 15 mM H2O, eklenerek lipid peroksidasyon
indiiksiyonu yapildi. Deney siiresince olusan otooksidas-
yonu degerlendirmek tizere olusturulan kontrol grubuna
ise sadece 1 M NaHCO, eklendi. Her ¢alisma grubunda,
belirlenen 16 farkli inkiibasyon zamanimnin her biri igin 10
ornek olmak {izere toplam 160 tiip hazirland1. Hazirlanan
tiim tiipler 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Biyokimyasal élgiimler

Lipid peroksidasyonu indiiklenmeden 6nce (0. dakika) ve
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Sekil 1. Hidrojen peroksitle uyarilan oksidan stres durumunda ve ¢esitli yogunluklarda o—LA kullanimimin zamana baglh olarak TBARS
olusumuna etkisi. (Karsilastirmalar bir dnceki 6lgiime gore Wilcoxon Tki Ornek testi kullanilarak yapilmistir ¥p<0.05, $p<0.01 ve tp<0.001).

indiiklendikten sonra belirlenen zamanlarda (5., 10., 15.,
30., 60., 90., 120., 150., 180., 240., 300., 360., 540., 720.
ve 1440. dakikalar) her grup i¢in hazirlanan 10’ar 6rnek
inkiibasyondan alind1 ve bu 6rneklerde MDA’ nin tiyobar-
bitiirik asitle verdigi reaksiyon (TBARS), GSH ve protein
analizleri sirastyla Ohkawa ve ark [8], Beutler ve ark [9]
Lowry ve ark [10] tanimladiklar1 yontemlere gore yapildi.
Bulunan degerler dokuda protein miktar ile oranlanarak
nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Istatistiksel degerlendirme

Her bir grupta verilerin parametrik varsayimlari yerine
getirip getirmedigini incelemek i¢in normal dagilima uy-
gunluk ve varyanslarin homojenligi testleri yapildi. Grup-
larin arasindaki farkliliklar; normal dagilima uyan ve
homojen olan veriler Varyans Analizi (ANOVA) Tukey
diizeltmesi ile, normal dagilima uymayan veya homojen
olmayan veriler ise Kruskal Wallis Varyans Analizi ve ar-
kasindan anlamli bulunan parametreler Mann-Whitney U
testi ile degerlendirildi. Her bir grubun kendi i¢inde za-
mana gore degisimlerini degerlendirmek i¢in Friedman
Varyans Analizi testi ve arkasindan anlamli bulunan pa-
rametrelere Wilcoxon Eslestirilmis Tki Ornek Testi uygu-
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landi. Korelasyon analizi i¢in Spearman testi kullanildi.
Elde edilen degerler ortalamatstandart sapma (Ort.=SD)
olarak ifade edildi ve p<0.05’in altindaki farkliliklar an-
lamli olarak degerlendirildi.

Bulgular

Tiyobarbiturik asit ile reaksiyona giren maddeler
(TBARS) diizeyinde zamana gore degigimin incelenmesi
H,0, ile oksidan stres uyarilmis deney diizeneginde o-LA
kullaniminin TBARS diizeylerine zamana bagl etkisi Se-
kil 1’de goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda TBARS diizeylerinin 10. dakika-
dan itibaren anlamli olarak artmaya basladigi, 90-120.,
150-180. ve 240-360. dakikalar arasinda yiikseligin du-
rakladigi ve sonra 1440. dakikaya dek artigin devam et-
tigi gozlendi. Duraklamalarin oldugu zamanlar haricinde
diger olciimlerin her biri kendinden 6nceki degerden an-
lamli olarak yiiksekti (10 ve 240. dakikalarda p<0.05, 15
ve 1440. dakikalarda p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).

2 mM o-LA grubunda TBARS diizeylerinin 60. dakika-
dan itibaren anlamli olarak artmaya basladigi, 120-150.

Yapar ve Eskiocak
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Sekil 2. Hidrojen peroksitle uyarilan oksidan stres durumunda ve gesitli yogunluklarda o—LA kullaniminin zamana bagl olarak GSH
degisimine etkisi (Karsilastirmalar bir 6nceki 6lgiime gore Wilcoxon Tki Ornek testi kullanilarak yapilmistir ¥p<0.05, $p<0.01 ve tp<0.001).

dakikalar arasinda yiikselisin durakladig1 ve sonra 1440.
dakikaya kadar artisin devam ettigi gozlendi. Ilk 60 daki-
ka ve duraklamanin oldugu zaman aralig1 haricinde diger
Olgtimlerin her biri kendinden onceki zamanda dlgiilen
degerden anlamli olarak yiiksekti (60 ve 300. dakikalarda
p<0.05, 90. dakikada p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).

4 mM o-LA grubunda; TBARS diizeylerinin 90. dakika-
dan itibaren anlamli olarak artmaya basladigi, 120-150
ve 240-300. dakikalar arasinda yiikselisin durakladigi ve
sonra 1440. dakikaya kadar artisin devam ettigi gozlen-
di. Duraklamalarin oldugu zamanlar haricinde diger 6l-
¢limlerin her kendinden &nceki degerden anlamli olarak
yiiksekti (360 ve 1440. dakikalarda p<0.05, 180. dakikada
p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).

8 mM a-LA grubunda; 90, 240, 300 ve 720. dakikalardaki
TBARS diizeylerinin her biri kendinden 6nceki degerden
anlaml olarak arttig1 gézlendi (sirastyla p<0.05, p<0.01,
p<0.001 ve p<0.01).

Kontrol Grubunda; TBARS diizeylerinde 120, 180, 240,
300, 360. ve 720. dakikalarda anlaml artiglar oldugu goz-
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lendi (300 ve 720. dakikalarda p<0.05, diger dakikalarda
p<0.001) (Sekil 1).

Glutatyon
incelenmesi

diizeyinde zamana bagh  degisimin
H,0, ile oksidan stres uyarilmig deney diizeneginde a-LA
kullaniminin GSH diizeylerine zamana bagl etkisi Sekil

2’de goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda; GSH diizeylerinin baslangictan iti-
baren 150. dakikaya kadar gittikge azaldigi, 150. dakika-
dan sonra anlamli bir degisikligin olmadigi gozlendi. 150.
dakikaya kadar tespit edilen GSH seviyelerinin her biri
bir 6nceki 6l¢iim zamanindan anlamli derecede diisiiktii
(150.dakikada p<0.05, diger tiimi i¢in p<0.001).

2 mM o-LA grubunda; GSH diizeylerinin baslangictan
itibaren 150. dakikaya kadar gittikce azaldigi, 150. daki-
kadan itibaren yiikselise gectigi gozlendi. GSH diizeyi-
nin giderek azaldig ilk 150 dakikada 90. dakika hari¢ her
bir 6l¢iim zamanindaki GSH diizeyi bir 6nceki diizeyden
anlamli derecede diistiktii (5 ve 30. dakikalarda p<0.01,
digerler dakikalarda p<0.001). GSH diizeyinin giderek
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Tablo 2. Hidrojen peroksit ile uyarilan oksidan streste alfa lipoik asid
kullaniminin glutatyon tiiketim ve rejenerasyon hizlarina etkisi

Gruplar GSH tiiketim hizi GSH rejenerasyon hizi
(nmol.mg pr-'.dak-") (nmol.mg pr-'.dak-")

Aktivasyon 0.152+0.007 a* 0.0001+0.001
2mM 0.123£0.007  a*** 0.012+0.001 F Rl
b*** b***
4mM 0.115£0.005  a*** 0.022+0.001  a***
b*** b***
c***
8 mM 0.113£0.006  a*** 0.034+0.001 ax¥*
b*** b***
c* c***
d***

Kontrol 0.164+0.007 -0.001+0.001

Varyans analizi (ANOVA) Tukey diizeltmesi ile analiz edilmistir. a: Kontrol ile; b: aktivasyon
grubu ile; c: 2 mM a-LA grubu ile; d: 4 mM a-LA grubu ile; ¥p<0.05, **¥p<0.01, ***p<0.001.

arttig1 donemde ise 360 ve 720. dakikalar haricinde her
bir 6l¢lim zamanindaki GSH diizeyi bir 6nceki diizeyden
anlamli derecede yiiksekti (180. dakikada p<0.05, diger
dakikalarda p<0.001).

4 mM o-LA grubunda; GSH diizeylerinin baslangictan
itibaren 150. dakikaya kadar gittikce azaldigi, 150. daki-
kadan itibaren yiikselise gectigi gézlendi. GSH diizeyinin
giderek azaldig ilk 150 dakikada 90. dakika hari¢ her bir
6l¢tim zamanindaki GSH diizeyi bir 6nceki diizeyden an-
laml1 derecede diisiiktii (30. dakikada p<0.01, diger daki-
kalarda p<0.001). 180. dakikadan deneyin sonlandirildig:
1440 dakikaya kadar GSH diizeyleri bir 6nceki dlgim
zamanindan anlamli derecede yiiksekti (1440. dakikada
p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).

8 mM a-LA grubunda, GSH diizeylerinin baslangigtan
itibaren 150. dakikaya kadar gittik¢e azaldigi, 150. daki-
kadan itibaren yiikselise gectigi gozlendi. 150. dakikaya
kadar tespit edilen GSH diizeylerinin her biri bir 6nceki
degerden anlamli derecede diisiiktii (5. dakikada p<0.05,
10. dakikada p<0.01, diger dakikalarda p<0.001). GSH
diizeyinin giderek arttigt donemde ise 720. dakika hari-
cinde her bir 6l¢iim zamanindaki GSH diizeyi bir dnce-
ki diizeyden anlamli derecede yiiksekti (360. dakikada
p<0.05, diger dakikalarda p<0.001).

Kontrol grubunda; GSH diizeylerinin baslangigtan itiba-
ren 240. dakikaya kadar gittik¢e azaldig1, 240. dakikadan
1440. dakikaya kadar anlamli bir degisikligin olmadi-
g1 gozlendi. 15 ve 180. dakikalar disinda 240. dakikaya
kadar tespit edilen GSH diizeylerinin her biri bir 6nce-
ki 6l¢lim zamanindan anlamli derecede diistiktii (5. da-
kikada p<0.05, 240. dakikada p<0.01, diger dakikalarda
p<0.001) (Sekil 2).

Glutatyon tiiketim ve rejenerasyon hizi
Ilk 150 dakika icindeki GSH tiiketim hiz1 a-LA kullanilan

Turk J Biochem 2014; 39(3):317-327

321

gruplarda aktivasyon ve kontrol gruplarina gdre anlam-
It olarak daha yavasti (hepsi i¢in p<0.001). 8 mM a-LA
grubundaki GSH tiiketim hiz1 2 mM grubundan anlamli
olarak daha yavasti (p<0.05) 150. dakikadan sonra GSH
rejenerasyon hizi ise a-LA kullanilan gruplarda aktivas-
yon ve kontrol gruplarina gore anlamli olarak daha hizliy-
d1 (hepsi i¢in p<0.001). a-LA gruplar birbiriyle karsilas-
tirildiginda a-LA dozu arttikga GSH rejenerasyon hizinin
da arttig1 goriildii (hepsi igin p<0.001) (Tablo 2).

Tiyobarbiturik asit ile reaksiyona giren maddeler diizeyi
agisindan gruplarin karsilastiriimasi

H,0, ile oksidan stres uyarilmis deney diizeneginde gesit-
li dozlarda a-LA kullanimmin TBARS diizeylerine etkisi
Tablo 3’de goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda; 0 ve 5. dakikalardaki TBARS dii-
zeyleri kontrol grubundakinden farkli degilken, 10. da-
kikada (p<0.01) ve sonraki zamanlarin tiimiinde kontrol
grubunun degerlerinden ileri derecede yiiksekti (hepsi
icin p<0.001).

2 mM o-LA grubunun 0. dakikadaki TBARS diizeyi ak-
tivasyon grubundan farkli degildi. 5. dakikadaki (p<0.05)
ve sonraki tiim 6l¢iimlerdeki (hepsi i¢in p<0.001) TBARS
diizeyleri aktivasyon grubununkilerden diistiktii.

4 mM a-LA grubunun 0. dakikadaki TBARS diizeyi, akti-
vasyon gruplarindan farkli degildi. 5. dakikadaki (p<0.05)
ve sonraki tiim 6l¢limlerdeki (hepsi ig¢in p<0.001) TBARS
seviyeleri aktivasyon grubununkilerden diigiiktii. 2 mM
a-LA grubu ile kiyaslandiginda 60. dakikaya kadar fark
olmadigi gozlendi. 60. dakikadan 1440. dakikaya dek ya-
pilan tiim dl¢timlerdeki TBARS seviyeleri anlamli dere-
cede disiiktii (60., 150. ve 180. dakikalarda p<0.01, 90.
dakikada p<0.05, diger tim zamanlarda p<0.001).

8 mM o-LA grubunun 0. dakikadaki TBARS diizeyi ak-
tivasyon, 2 ve 4 mM o-LA gruplarindan farkli degildi. 5.
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Tablo 3. Rat karaciger homojenatlarinda hidrojen peroksit ile uyarilan oksidan streste alfa lipoik asid kullaniminin TBARS
diizeylerine (nmol/mg protein) etkisi

Gruplar
Zaman (dk) Aktivasyon 2mM 4 Mm 8 mM Kontrol
of 1.44+0.02 1.43+0.02 1.414+0.03 1.41+0.03 1.40+0.04
5t 1.47+0.05 1.41+0.04 b* 1.41+0.02 b* 1.38+0.03 b*** 1.42+0.03
10* 1.50+0.03 a** 1.41+£0.04 Db*** 1.43+0.03 b*** 1.41£0.04 b*** 1.44+0.04
157 1.57+0.04 a*** 1.45+0.05 b*** 1.45+0.02 b*** 1.4340.02 b*** 1.44+0.03
30° 1.7240.03  a*** 1.4740.02 b*** 1.44+0.03 b*** 1.44+0.03 b*** 1.49+0.06
60° 2.24+0.06 a*** 1.54+0.05 b*** 1.45+0.03 b*** 1.44+0.03 b*** 1.52+0.03
C** c**
90° 2.56+0.05 a*** 1.62+0.03 a*** 1.55+0.04 b*** 1.52+0.04 b*** 1.54+0.03
1201 2.61+0.06 a*** 1.68+0.04 a*** 1.57+0.04 b*** 1.53+0.02 b*** 1.61+0.04
150° 2.88+0.08 a*** 1.69+0.03 a*** 1.61+0.04 b*** 1.54+0.04 b*** 1.57+0.03
d**
180° 2.92+0.04 a*** 1.86+0.06 a*** 1.72+0.04  b*** 1.55+0.04 a* 1.70+£0.04
c***
d***
240°% 2.97+0.05 a*** 2.10+0.06 a*** 1.85+0.09 b*** 1.60+0.02 a* 1.80+0.07
C***
d***
30098 3.04+£0.07 a*** 2.17£0.05 a*** 1.90+0.05 b*** 1.71+0.06 a* 1.88+0.05
c***
d***
360° 3.10£0.06  a*** 2.29+0.03 a*** 1.95+0.05 b*** 1.73£0.05 a* 1.96+0.04
c***
d***
540°% 3.52+0.05 a*** 2.77+0.06 a*** 2.14+£0.05 a*** 1.76+0.05 a* 1.97+0.03
C*** c***
d***
7208 3.95+0.11  a*** 3.09+£0.05 a*** 2.52+0.07 a*** 1.90+0.06 a* 2.02+0.02
C*** C***
d***
1440°% 421+0.13  a*** 3.44+0.07 a*** 2.60+0.07  a*** 1.95+0.05 a* 2.03+0.05
c*** c***
d***

:Varyans Analizi (ANOVA) Tukey diizeltmesi ile; °: Mann-Whitney U testi ile karsilastirmalar yapilmistir; a: Kontrol ile; b: Aktivasyon grubuile; c: 2 mM a-LA grubu
ile; d: 4 mM a-LA grubu ile karsilastirma sonucu; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Tablo 4. Rat karaciger homojenatlarinda hidrojen peroksit ile uyarilan oksidan streste alfa lipoik asid kullaniminin glutatyon
diizeylerine (nmol/mg protein) etkisi

Gruplar
Zaman (dk) Aktivasyon 2mMa-LA 4 mM a-LA 8 mM a-LA Kontrol
of 40.96+£0.88 a*** 40.28+1.07 a*** 40.32+£0.62 a*** 40.57+£0.60 a*** 45.60+0.96
5t 38.13+0.93 a*** 38.53+1.00 a*** 38.13+0.62 a*** 38.61+1.20 a*** 43.96+0.91
10" 34.10+0.75 a*** 36.73+£0.76  a*** 36.64+0.82 a*** 36.99+0.82 a*** 40.46+0.80
15* 33.61+0.98 a*** 33.82+0.69 a*** 34.56+0.91 a*** 35.83+0.83 a*** 39.90+0.67
b***
c***
d-X-
30* 29.67+0.60 a*** 32.62+0.61 a*** 32.75+0.83 a*** 33.86+0.64 b*** 34.13+0.75
60t 27.17£0.89 a*** 27.424+0.80 a*** 28.04+0.89 a*** 30.39+0.80 b*** 30.68+0.72
c***
d***
90° 22.35+0.55 a*** 27.51+£0.42 Db*** 27.66+0.56 b*** 27.78+0.76  a* 26.94+0.76
b***
1201 18.90+£0.66 a*** 23.98+0.82 Db*** 24.51+0.54 b*** 25.31+0.70 a*** 23.62+0.51
b***
c*
150° 18.10+.0.57 a*** 21.81+£0.47 Db*** 23.05+0.38 a*** 23.69+0.40 a*** 21.04+0.69
b*** b***
c*** c***
d*
180° 17.67+£0.62 a*** 22.51+0.63 a*** 25.88+0.55 a*** 33.48+0.86 a*** 20.41+0.39
c*** c***
d***
2405 17.69+£0.49 a*** 26.18+0.47 a*** 34.79+0.65 a*** 43.77+£1.09 a*** 19.81+£0.43
C*** C***
d***
3008 17.71£0.47 a*** 28.63+0.66 a*** 37.22+0.83 a*** 52.23+1.36 a*** 19.60+0.40
c*** c***
d***
360° 17.75£0.60 a*** 29.01+0.65 a*** 42.65+1.20 a*** 55.11+1.13  a*** 19.61+0.53
c*** c***
d***
5405 17.83+£0.50 a*** 32.73+0.72  a*** 4495+1.32 a*** 55.57+1.59 a*** 19.53+0.47
C*** C***
d***
7208 17.94+£0.45 a*** 33.33+0.78 a*** 48.29+1.47 a*** 63.79+1.23 a¥*** 19.49+0.63
c*** c***
d***
1440° 18.24+0.47 a** 36.59+1.21 a*** 51.53+1.39 a*** 67.22+1.47 a*** 19.36+0.60
c***
d***

*:Varyans Analizi (ANOVA) Tukey diizeltmesi ile; 5: Mann-Whitney U testi ile karsilastirmalar yapilmistir; a: Kontrol ile; b: Aktivasyon grubu ile; c: 2 mM a-LA grubu
ile; d: 4 mM a-LA grubu ile; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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dakikadan itibaren sonuna dek aktivasyon grubunun de-
gerlerinden ileri derecede diigiiktii (hepsi i¢in p<0.001).
Bu gruptaki TBARS seviyeleri 2 mM grubundan 60. da-
kika (p<0.01) ve sonrasinda (hepsi i¢in p<0.001), 4 mM
grubundan da 150. dakika (p<0.01) ve sonrasinda (hepsi
i¢in p<0.001) diisiiktii.

TBARS degerleri a-LA uygulanan 2 mM grubunda 60.
dakikaya, 4 mM grubunda 360. dakikaya ve 8 mM gru-
bunda da 150. dakikaya kadar kontrol grubu ile paralel
seyretti. 2 ve 4 mM gruplarinda daha sonraki dakikalarda
kontrol grubuna gore anlaml yiikselisler olurken (hepsi
i¢in p<0.001), 8 mM grubunda ise diisiis vardi (p<0.05).

Gruplar arasinda glutatyon (GSH) diizeyi acgisindan
farkhiliklarin incelenmesi

H,0, ile oksidan stres uyarilmis deney diizeneginde ge-
sitli dozlarda a-LA kullaniminin GSH diizeylerine etkisi
Tablo 4’de goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda baslangictan itibaren 1440. da-
kikaya kadar her bir zaman birimindeki GSH diizeyleri
kontrol grubundakinden anlamli derecede diistik bulundu
(1440. dakikada p<0.01, diger tiimi i¢in p<0.001).

2 mM o-LA grubunun 0, 5, 15 ve 60. dakikalardaki GSH
diizeyleri aktivasyon grubununkinden farkli degildi.
Farkliligin olmadigi zamanlar haricinde bu gruptaki GSH
diizeyleri, aktivasyon grubununkilerden 10. dakikadan
itibaren yiiksekti (hepsi i¢in p<0.001). GSH diizeyleri,
kontrol grubuna gore 60. dakikaya dek diisiik, (hepsi i¢in
p<0.001), 90. dakikadan 150. dakikaya kadar benzer, 180.
dakikadan sonra yiiksek (hepsi i¢in p<0.001) seyretti.

4 mM o-LA grubunun 0, 5, 15 ve 60. dakikalardaki GSH
diizeyleri aktivasyon ve 2 mM gruplarininkilerden farkli
degildi. Farkliligin olmadig1 zamanlar haricinde bu grup-
taki GSH diizeyleri, aktivasyon grubununkinden 10. da-
kikadan itibaren, 2 mM grubununkinden 150. dakikadan
itibaren (hepsi i¢in p<0.001) yiiksekti. GSH diizeyleri,
kontrol grubuna gore 60. dakikaya dek diisiik, (hepsi i¢in
p<0.001), 90. dakikadan 120. dakikaya kadar benzer, 150.
dakikadan itibaren yiiksek (hepsi i¢in p<0.001) seyretti.

8 mM a-LA grubunun GSH diizeyleri 10. dakikaya kadar
aktivasyon grubundan, 15. dakikaya kadar ve 90. daki-
kada 2 mM oa-LA grubundan, ilk 10 dakika, 90. ve 120.
dakikalarda 4 mM o-LA grubundan farkl degildi. § mM
a-LA grubunda bu dakikalar digindaki tiim 6l¢iimlerde
GSH diizeyleri aktivasyon (hepsi i¢in p<0.001), 2 mM
(30. dakikada p<0.01, 120. dakikada p<0.05 ve diger tii-
miinde p<0.001) ve 4 mM (15. ve 30. dakikalarda p<0.05,
diger tiimii i¢in p<0.001) o-LA gruplarininkinden yiik-
sekti (hepsi i¢in p<0.05). GSH diizeyleri, kontrol grubuna
gore 15. dakikaya dek diisiik, (hepsi igin p<0.001), 30. ve
60 dakikalarda benzer, 90. dakikadan itibaren yiiksek (90.
dakikada p<0.05, diger tiimii i¢in p<<0.001) seyretti.

Korelasyon bulgular

o-LA dozu ile iiretilen TBARS diizeyleri arasinda 30. da-
kikadan itibaren negatif korelasyon vardi (30. dakikada
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p<0.01, diger dakikalarda p<0.001). GSH tiikketim hizi,
GSH azalmasinin gézlendigi 30. dakika ile 150. dakikalar
arasinda TBARS diizeyleri ile pozitif korelasyon (sira-
styla r=0.379, p<0.05, r=0.528, p<0.01, r=0.482, p<0.01,
=0.652, p<0.001, r=0.403, p<0.05) ve a-LA dozu ile
negatif korelasyon (r=-0.588, p<0.01) gosterirken, GSH
rejenerasyon hizi GSH’n ylikselmeye bagladigi 150. da-
kikadan sonuna kadar, TBARS diizeyleri ile negatif ko-
relasyon (hepsi i¢in p<0.001) ve a-LA dozu ile pozitif
korelasyon (r=-0.947, p<0.001) gosteriyordu.

Tartisma

SOR’nin membranda bol miktarda bulunan ¢oklu doy-
mamis yag asitlerini etkilemesi ile lipid peroksidasyonu
baslar ve tiim radikalik reaksiyonlar gibi bir zincir re-
aksiyonudur. Lipid peroksidasyonununda ilk basamak-
ta konjuge dien, zincirin ilerleme sathasinda LOOH ve
sonlanma basamaginda da TBARS gibi reaktif aldehidler
aciga ¢ikmaktadir. Lipid peroksidasyonu, direkt hasarimi
membran yapisinda degisikliklere sebep olarak, indirekt
hasarimi da reaktif aldehidler olusumuna yol acarak gos-
termektedir. Reaktif aldehidler membran bilesenlerinde
capraz baglanmalar ve polimerizasyona neden olur. Bu
durum membran yapisinin bozulmasina, iyon transportu
ve enzim aktivitesi gibi membran islevlerinde degisiklik-
lere yol agmaktadir [5,11,12,13]. Serbest radikallerin ve
lipid peroksitlerin gesitli hastaliklarin olusumunda rol oy-
nadiklar1 kabul edilmektedir. Diabetes mellitus, aterosk-
leroz, romatoid artrit, kanser, lilseratif kolit ve karaciger
sirozu gibi hastaliklarin patogenezinden sorumlu tutul-
maktadir [11].

Literatiirde in vitro ¢alismalardan indiiksiyon ortami ola-
rak homojenat kullananlarda 10 mM, 5 mM [14,15] hiicre
kiiltiirii kullananlarda ise 3 mM, 500 pM, 200 uM H.O,
[16-18] konsantrasyonlari ile oksidatif stresin indiiklendi-
gi goriilmektedir Homogenatlarda oksidatif stres indiik-
lenmese bile otooksidasyon olugmaktadir [19]. Oksidatif
stresin indiiklendigini sdyleyebilmek i¢in otooksidasyona
birakilan gruptan anlamli olarak daha ytiksek lipid perok-
sidasyon olusturulmasi gerekmektedir. Biz kullandigimiz
15 mM H,O, konsantrasyonunda ancak inkiibasyonun 10.
dakikasindan sonra lipid peroksidasyonunu indiikleyebil-
dik; denedigimiz daha diisiik H,O, konsantrasyonlarinda
ise olusan lipid peroksidasyonu uzun siire otoksidasyon
grubundan farkli olmadi. Daha diisiik H20, konsantras-
yonlar1 oksidatif stresi olugturmakta yetersiz kaldigi i¢in
calismada 15 mM H,O, konsantrasyonu segildi.

Erkek rat germ hiicre kiiltiirlerinde H,O,’nin TBARS dii-
zeylerini artirdig1 bulunmustur. Bu ¢alismada H, O, ile li-
pid peroksidasyonunun 10 dakikada ¢ok erken dénemde
gerceklestigi gozlenmis ve germ hiicreleri membranlarin-
da lipid peroksidasyonuna duyarlt ¢oklu doymamis yag
asidlerinin bol miktarda bulunmasiyla agiklanmigtir [20].

Rat karaciger homojenatlarinda in vitro uygulanan Fe™
iyonlarin lipid peroksidasyonunu aktive ederek, TBARS
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ve 4 hidroksialkinler (4-HA)’in diizeylerini artirdig1 bu-
lunmustur [21]. Rat beyin homojenatlarinda in vitro uygu-
lanan H,0,’nin de TBARS ve 4-HA diizeylerini artirdig
bildirilmistir [14,22]. Kaptanoglu ve ark. [23] tarafindan
yapilan bir calismada H,O, ve ferr6z iyonlarm merke-
zi sinir sisteminde hem tek baslarina hem de birlikte in
vitro lipid peroksidasyonunu uyardig bildirilmistir. Rat
hepatosit kiiltiirlerinde H,0, uygulamasinin TBARS dii-
zeylerini artirdig1 bildirilmistir [24]. Bununla beraber, Ba-
eza-Squiban ve ark. [25] tarafindan yapilan bir ¢alisma-
da tavsan trakea epitel hiicre kiiltiirlerinde H,O, ve Fe*
iyonlar1 ayri ayr1 uygulandiginda TBARS diizeylerinde
anlamli bir degisikligin olmadig1, ancak her ikisi ayn
zamanda uygulandiginda TBARS diizeylerinde anlaml
artiga yol agtigi bulunmustur.

Calismamizdaki kontrol grubunda lipid peroksidasyonu
uyartlmadig1 halde, TBARS diizeylerinde anlaml yiikse-
lislerin goriilmesi deney siiresinde lipidlerin otooksidas-
yona ugradigini gostermektedir. Bu bulgumuz Pothiwong
ve arkadaglarmin [19] beyin homojenatlari ile yaptiklar
calisma ile uyumludur.

Calismamizda aktivasyon grubunda TBARS diizeyleri
kontrol gruplarina goére yiiksek bulundu. Bu bulgumuz
aktivasyon grubunda gozlenen lipid peroksidasyonunun
otooksidasyona bagli olmadigini rat karaciger homoje-
natlarma uyguladigimiz H,0,’1n lipid peroksidasyonunu
uyardigini gostermektedir. Calismamizda aktivasyon gru-
bunda elde edilen bulgular H,O,’m lipid peroksidasyonu-
na yol agtigini isaret eden ¢alismalarla uyumludur.

Calismamizda SOR iiretici olarak kullandigimiz H,O,,
aslinda ¢ok yiiksek derisimde bulunmadig: siirece toksik
degildir. Ancak hizla biyolojik membranlar1 gegebilir ve
iiretildigi yerden daha uzaklara gidip etki edebilir. Hid-
rojen peroksidin asil zararli etkisi Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonu ile *OH radikaline doniisiimii ile olur. *OH’nin
yar1 dmrii kisa olmasina ragmen reaktivitesi ¢cok yiiksek-
tir. Uretildigi yerden daha uzaga difiizyonuna gerek kal-
madan biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek toksik
etki gosterir. H,O,’in zararli etkisinin ortaya gikmasin-
da ferrdz iyonlarn ile etkilesimi 6nemli yer tutmaktadir.
Hidrojen peroksit serbest oksijen radikali iretici olarak
tek bagina kullanildiginda, doku homojenatinda bulunan
ferrdz iyonlarin Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari yo-
luyla *OH radikali tiretimine katkida bulunduklarimi dii-
siindiirmektedir.

Cesitli galismalarda SOR’nin  olusumunu engellemek
veya oksidan/antioksidan dengeyi saglamak i¢in antiok-
sidan molekiil olarak nitelendirilen bircok farmakolojik
madde kullanilmistir [26,27]. Calismamizda antioksidan
molekiil olarak a-LA kullanilmistir.

Lee ve ark. [7] tarafindan yapilan bir ¢aligmada, gerbil
beyin homojenatlarinda in vitro H,0, ve ferréz amonyum
stilfat uygulanmasiyla lipid peroksidasyonu saglanmis
ve a-LA’in doza bagimli olarak lipid peroksidasyonunu
azaltti@i bulunmustur. Aym galismada H,O, ve ferroz
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iyonlarin oksidasyon yapici etkilerinden dolay1 biyolojik
hasara yol agtiklart bildirilmistir.

Hagen ve ark. [28] diyetle a-LA uygulamasinin ratlarin
karacigerinde yaslanmaya bagli olarak artan TBARS dii-
zeylerinde azalmaya yol agtigini bildirmislerdir. Serebro-
vaskiiler bolgeye streptozotosin enjekte edilmis ratlarda
diyetle verilen a-LA’in, merkezi sinir sistemindeki oksi-
datif hasar1 ve TBARS diizeylerini azalttig1 bulunmustur
[29]. Kadmiyum toksisitesi olusturulan ¢alismada GSH
ve o-LA uygulamasinin bobrek dokusunda lipid peroksi-
dasyon olugumunu 6nledigi bulunmustur [30] Lipopoli-
sakkarit ile akut akciger hasari olugturmadan 6nce veya
sonrasinda a-LA kullaniminin, hasarin yol agtig1 inflama-
tuar yanit belirteglerinde ve histolojik degisimde azalma-
y1 sagladig bildirilmistir [31]. Cigek ve ark [32] diyabetik
olgularda anjiografik tetkiklerde kullanilan kontrast mad-
denin yol agtig1 nefropatiyi 6nlemek agisindan a-LA kul-
lamimmin etkili olmadigint bildirmislerdir. H,O, ile olus-
turulan katarakt modelinde 0.5 mM o-LA uygulamasimin
lipid peroksidasyonunu engelleyemedigini 1 mM a-LA
ise lipid peroksidasyonunu azalttig1 bildirilmistir [33].
Calismamizda H,O, ile indiiklenen lipid peroksidasyo-
nunda a-LA uygulamasimin tim dozlarinda TBARS olu-
sumunun azaldigimi gozledik. En diisiik doz olan 2 mM
a-LA uygulamasinda bile TBARS diizeylerinin aktivas-
yon gruplarindaki diizeylere gore diisiik olmast, o-LA’ nin
lipid peroksidasyonunu engelledigine isaret etmektedir.
a-Lipoik asidin dozu arttik¢a lipid peroksidasyonunu en-
gelleme etkisinin artmasi ve a-LA dozu ile TBARS diize-
yi arasinda 30. dakikadan deneylerin sonuna dek negatif
korelasyon bulunmasi bu etkinin doza bagimli oldugunu
disiindtirmektedir.

Aktivasyon grubunda 10. dakikada lipid peroksidasyonu
baslarken; lipid peroksidasyonu baglama zamanini 2 mM
o-LA uygulamasinin 50 dakika, 4 ve 8 mM uygulamasi-
nin ise 80 dakika geciktirmesi; lipid peroksidasyonunun
baslangi¢ safthasinda antioksidan etkisinin giiclii oldugu-
na isaret etmektedir. Lipid peroksidasyonu baslasa bile
sonraki zamanlarda TBARS diizeyinin aktivasyon gru-
bundan diigiik seyretmesi ve a-LA dozu arttik¢a baskilan-
manin daha da bariz olmasi a-LA’nin lipid peroksidasyo-
nun ilerleme sathasinda da etkili bir antioksidan oldugunu
disiindtirmektedir.

a-LA fizyolojik sistemlerde bulunan, tiyol grubu igeren
ve antioksidan aktiviteleri olan 6nemli bir molekiildiir. Bu
nedenle ideal terapotik antioksidan oldugu diistiniilmekte-
dir [4]. 0-LA’in kimyasal reaktivitesini saglayan ditiyolan
halkasi, molekiile yiiksek bir indirgeme 6zelligi kazan-
dirmakta ve a-LA’y1 GSH, sistein gibi diger tiyol igeren
biyomolekiiller arasinda 6zgiin kilmaktadir [34].

GSH biitiin dokularda bulunmasina ragmen karacigerde
olduke¢a aktif bir sekilde sentezlenmektedir. Hiicrelerde
-SH grubu igeren ana molekiildiir. SOR ve yabanci mad-
delerin enzimatik detoksifikasyonunda kofaktdr olarak
gorev alabilir. [35].
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Calismamizda; kontrol grubunda gézlenen GSH azalmasi
lipidlerin veya GSH’1n otooksidasyonuna bagli olabilir.
Bununla beraber, H,O, uygulanan aktivasyon grubunda
GSH diizeylerinin kontrol gruplarina gore diisiik olma-
st ve GSH tiiketim hizinin fazla olmas1 GSH’1n oksidan
stresin uyarimina bagl olarak tiiketildigini diisiindiirmek-
tedir. a-LA’in in vitro uygulandigi gruplarda ise aktivas-
yon grubuna gére GSH diizeyleri yiiksek seyretmistir. Bu
sonu¢ a-LA’nm lipid peroksidasyonunun sebep oldugu
GSH tiiketimi azalttigini disiindiirmektedir. a-Lipoik asi-
din bu etkisi a-LA’nin tiyol grubu icermesinden kaynak-
lantyor olabilir. Uygulanan a-LA’nin dozu arttikca GSH
diizeyi artarken, tiiketim hizinin azalmasi bu goriisii des-
teklemektedir. H,O, ile olusturulan oksidan streste GSH
tilketim hizinin, TBARS diizeyleri ile pozitif korelasyon-
da ve o-LA dozu ile de negatif korelasyonda olmasi da bu
bulgumuzu desteklemektedir.

Aktivasyon ve kontrol gruplarinda GSH tiikendikten sonra
deney sonuna kadar hep ayni diizeyde kalirken, tim a-LA
gruplarinda 150. dakikadan itibaren, GSH diizeylerinin
yiikselise gegmesi a-LA’in sadece GSH’1n tiiketilmesini
azaltmadigin1 ayn1 zamanda rejenerasyonunu da artirdi-
g1 diistindiirmektedir. GSH’un rejenerasyon hizinin da
doza bagimli oldugu goriilmektedir. Metal selasyonu,
radikal toplayici etkilerinin yani sira lipid peroksidasyo-
nunun ilerleme safhasinda o-LA’nin gii¢lii baskilayici et-
kiye sahip olmasinda GSH rejenerasyonunu saglamasinin
onemli rolii olabilecegini diisiinmekteyiz. GSH rejeneras-
yon hizinin TBARS diizeyleri ile negatif korelasyonda
olmasi bu diigiinceyi desteklemektedir. a-LA’in kimyasal
reaktivitesi temel olarak ditiyolan halkasindan kaynaklan-
maktadir. a-LA’in okside ve rediikte formu giiclii bir re-
doks cifti (-320 mV) olusturmaktadir. LA/DHLA redoks
ciftinin diger tiyol-disiilfit ¢iftleri {izerinde etkili oldugu
bildirilmektedir [36,37]. Suh ve ark [38] yaglanmaya
bagli olarak beyin ve miyokardiyal doku GSH ve redoks
durumunda goériilen azalmanin o-LA uygulamasi ile 6n-
lenebildigini tespit etmislerdir. Yilan baliklarinin solun-
gag hiicrelerinde in vitro demir oksit ile uyarilan oksidatif
streste 72. saatte glutatyon reduktaz, glutatyon peroksidaz
ve glutatyon sulfotransferaz enzimlerinin aktivitesinin
baslangi¢ degerlerine gore yiikseldigi bildirilmistir [39].
Rat serebral korteksinde in vitro pipekolik asit ile olus-
turulan oksidatif streste glutatyon peroksidaz, glutatyon
S-transferaz enzim aktivitelerinin azaldigi, lipoik asit var-
liginda ise bu azalmanin 6nlendigi bildirilmistir [40]. In
vivo ¢aligmalarda lipoik asidin tiyol/disiilfit reaksiyonla-
rin1 modiile ettigi, glutatyon sentezini arttirdigi, glutatyon
sentaz ve y-glutamilsistein sentetaz enzimlerinin indiik-
lenmesine yol ag¢tig1 bildirilmistir [41,42]. Calismamizda
saptadigimiz GSH rejenerasyonu bulgusu; a-LA’in sahip
oldugu ditiyolan halkasmin indirgeme 6zelligi ile okside
GSH’larin indirgenmesini saglamasi veya okside GSH’1
indirgeyen glutatyon rediiktaz ve/veya GSH sentezinde
hiz kisitlayict enzim olan y-glutamilsistein sentetaz ak-
tivitesini arttirmasi nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilir. Bu
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mekanizmalardan hangisinin etkili oldugunu tespit etmek
i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Sonug olarak, bulgularimiz H O, uygulanan deney diize-
neginde lipid peroksidasyonunun uyarildigini gostermek-
tedir. o-LA uygulanan gruplardaki TBARS diizeylerinin,
aktivasyon gruplarindaki diizeylere gore anlamli diisiik
olmasinin nedeni, o-LA’nin antioksidan 6zelliklerinden
kaynaklandigini, ozellikle de lipid peroksidasyonunun
ilerleme sathasini baskiladigini sdyleyebiliriz. Bu etkisini
de gerek metal selasyonu ve gerekse radikal toplayici et-
kileri ile yapmus olabilecegi gibi, GSH tiiketimini yavas-
latarak ve/veya GSH rejenerasyonunu saglayarak yapmis
olabilecegini sdyleyebiliriz. Lipoik asidin in vitro ortam-
da doku homojenatinda enzim aktivitesi tizerine etkisinin
daha ileri caligmalarla incelenmesine gerek vardir.
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