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Alfa lipoik asidin rat karaciğer homojenatlarında hidrojen 
peroksit ile indüklenmiş lipid peroksidasyonuna etkisi

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

ABSTRACT
Objective: It is known that oxidant species play a role in the pathogenesis of certain diseases such 
as diabetes mellitus, atherosclerosis, cataract and hepatic cirrhosis. Therefore, the use of antioxidant 
species for therapeutic purposes has risen up in the recent years.
The aim of the study was to investigate the different concentrations of alpha lipoic acid on the in-
duced lipid peroxidation and tissue glutathione level in rat liver homogenates.
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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ÖZET
Amaç: Oksidan ürünlerin, diabetes mellitus, ateroskleroz, katarakt ve karaciğer sirozu gibi hasta-
lıkların patogenezinde rol aldığı bilinmektedir. Bu nedenle son yıllarda antioksidan moleküllerin 
terapotik amaçlı kullanımı artmıştır.
Çalışmamızda; alfa lipoik asidin farklı dozlarının invitro kullanımının, rat karaciğer homojenatla-
rında indüklenmiş lipid peroksidasyonu ve doku glutatyon düzeyine etkilerini araştırmak amaçlan-
mıştır.
Metod: Rat karaciğer homojenatlarında 15 mM hidrojen peroksit kullanılarak lipid peroksidasyon 
indüksiyonu yapıldı. Lipid peroksidasyonu indüklenen deney düzenekleri 4 alt gruba ayrıldı ve bu 
gruplara sırasıyla 0, 2, 4 ve 8 mM alfa lipoik asid eklendi. Doku glutatyon düzeyleri ve lipid perok-
sidasyon son ürünü olan malondialdehid düzeyleri incelendi.
Bulgular: Aktivasyon grubundaki malondialdehid düzeyi kontrol grubuna göre anlamlı yüksek bu-
lundu. Tüm Alfa lipoik asid gruplarındaki malondialdehid düzeyleri aktivasyon grubunun düzeyine 
göre anlamlı düşük bulundu. Aktivasyon grubunun glutatyon düzeyi kontrol grubuna göre anlamlı 
düşük bulundu. Alfa lipoik asid gruplarındaki glutatyon düzeyleri aktivasyon grubundaki düzeye 
göre anlamlı yüksek bulundu. Glutatyon düzeyinin zamana bağlı değişimi incelendiğinde önce dere-
celi olarak azaldığı, daha sonra arttığı, 4 ve 8 mM gruplarında başlangıç düzeyini de aştığı gözlendi.
Sonuç: Sonuç olarak bulgularımız, sadece hidrojen peroksit uygulanan aktivasyon grubunda lipid 
peroksidasyonunun uyarıldığını göstermektedir. Alfa lipoik asid uygulanan gruplardaki malondial-
dehid düzeylerinin aktivasyon gruplarındaki düzeylere göre anlamlı düşük, glutatyon düzeylerinin 
ise anlamlı yüksek olmasının nedeninin, alfa lipoik asid’in antioksidan özelliklerinden kaynaklan-
dığını söyleyebiliriz.
Anahtar Kelimeler: Alfa lipoik asid, malondialdehid, glutatyon, hidrojen peroksit.
Çıkar Çatışması: Yazarların çıkar çatışması yoktur.
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nımının, rat karaciğer homojenatlarında H2O2 ile indük-
lenmiş lipid peroksidasyonu ve doku GSH düzeyine et-
kilerini araştırmak amaçlanmıştır. Ayrıca α-LA’nın lipid 
peroksidasyonunu hangi aşamada etkilediğine ve etki me-
kanizmasına açıklık getirmek amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem
Bu çalışma; Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi Yerel Etik 
Kurul onayı alınarak Trakya Üniversitesi, Tıp Fakültesi, 
Biyokimya Anabilim Dalı araştırma laboratuvarında ger-
çekleştirildi. Ağırlıkları 200-250 gr arasında değişen 8-10 
haftalık 10 adet dişi Spraque-Dawley rat çalışmaya alındı. 
Bazal diyet ile beslenen, 22±2 °C oda sıcaklığı, %60 nem 
oranı, 12 saat aydınlık/12 saat karanlık ritmde tutulan rat-
lar, rompun (0.01 mL/100 mg vücut ağırlığı) ve ketalar 
(0.05 mL/100 mg vücut ağırlığı) anestezikleri uygulana-
rak sakrifiye edildiler. Karaciğer doku örnekleri alınarak 
%0.9’luk serum fizyolojik ile yıkandı ve lipid peroksi-
dasyonu ve GSH ölçümleri için analiz gününe kadar −70 
°C’de saklandılar. Analizler 1 ay içinde gerçekleştirildi.

Doku örneklerinin hazırlanması
Ratlardan elde edilen karaciğer dokuları 1/10 oranında 0.1 
M, pH 7.4 fosfat tamponu ile homojenize edilerek homo-
jenat havuzu hazırlandı. Homojenatlar 1700xg’de santri-
füj edildikten sonra süpernatantlar deney için kullanıldı.

Doku çalışma grupları
Tablo 1’de doku çalışma grupları ve deney düzeneği gö-
rülmektedir. Hazırlanan süpernatantlar aktivasyon, 2 mM 
α-LA, 4 mM α-LA 8 mM α-LA ve kontrol olmak üzere 5 
alt gruba ayrıldı. α-LA (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Al-
manya) 1 M sodyum bikarbonat (NaHCO3) içinde çözül-
dü, α-LA gruplarına her biri eş hacimde olmak üzere sıra-
sıyla 2, 4 ve 8 mM α-LA eklendi. Aktivasyon grubuna ise 
eş hacimde 1 M NaHCO3 eklendi. Aktivasyon ve α-LA 
gruplarına 15 mM H2O2 eklenerek lipid peroksidasyon 
indüksiyonu yapıldı. Deney süresince oluşan otooksidas-
yonu değerlendirmek üzere oluşturulan kontrol grubuna 
ise sadece 1 M NaHCO3 eklendi. Her çalışma grubunda, 
belirlenen 16 farklı inkübasyon zamanının her biri için 10 
örnek olmak üzere toplam 160 tüp hazırlandı. Hazırlanan 
tüm tüpler 37°C’de inkübasyona bırakıldı.

Biyokimyasal ölçümler
Lipid peroksidasyonu indüklenmeden önce (0. dakika) ve 

Giriş
Serbest oksijen radikalleri (SOR) fizyolojik sistemlerde 
hücresel metabolizma sonucu üretilirler. Oksidatif atakla 
SOR artar. SOR’nin zararlı etkilerinin yanında yararlı et-
kileri de vardır. Bakteri, virüs ve kanser hücrelerinin öldü-
rülmesine katkıda bulunurlar. Bununla birlikte, organiz-
manın normal hücrelerini de etkileyerek hücre hasarına, 
ölümüne ve kanser hücrelerinin açığa çıkmasına neden 
olabilmektedirler [1]. 
Oksidan ürünlerin, diabetes mellitus, ateroskleroz, kata-
rakt ve karaciğer sirozu gibi hastalıkların patogenezinde 
rol aldığı bilinmektedir. Bu nedenle son yıllarda antioksi-
dan moleküllerin terapotik amaçlı kullanımı artmıştır. Alfa 
lipoik asit (α-LA) bitki ve hayvan dokularında yaygın bu-
lunan, tiyol grubu içeren bir bileşiktir. Ditiyolan halkası 
sayesinde yüksek bir indirgeme özelliğine sahiptir. α-LA 
lipid ve sulu ortamda çözünür; bağırsaklardan kolaylıkla 
emilir; hücrelerde dihidrolipoik aside (DHLA) indirgenir. 
Diyette yeterli miktarda bulunmasına rağmen, mitokondri-
de bulunan lipoik asid sentaz tarafından sentezlenebilmek-
tedir [2]. α-LA’in en iyi bilinen fizyolojik rolü oksidatif 
dekarboksilasyon reaksiyonlarını katalizleyen mültienzim 
komplekslerindeki kofaktör işlevidir. Bununla beraber son 
yıllarda antioksidan etkisi konusunda çalışmalar artmak-
tadır. α-LA ekzojen verildiğinde serbest metal şelasyonu, 
askorbik asid, vitamin E ve glutatyonun (GSH) rejeneras-
yonu, radikal temizleyici gibi antioksidan etkinliklere sa-
hiptir [3]. DHLA’in antioksidan etkinliği, α-LA’den daha 
fazladır [4]. α-LA’in iki tane izomerik konfigürasyonu var-
dır. Bunlardan R formu doğal iken S formu sentetiktir [3]. 
Hem redükte DHLA hem de okside α-LA formları hipok-
löröz asidi (HOCl), hidroksil radikalini (•OH), ve singlet 
oksijeni (1O2) doğrudan temizler, hidrojen peroksiti (H2O2) 
ise redükler. α-LA ve DHLA gıdalarda bulundukları ve en-
dojen sentez edildikleri için ideal bir terapotik antioksidan 
ajan olarak değerlendirilebilir [2].
Lipid peroksidasyonu, çoklu doymamış yağ asitlerinin 
zincirleme bir radikal reaksiyonudur ve başlama, ilerleme, 
sonlanma olmak üzere üç aşamadan oluşur. •OH, alkoksil, 
peroksil radikalleri ve 1O2 molekülü lipid peroksidasyonu 
zincir reaksiyonlarını başlatabilir. Oluşan lipid peroksil 
radikalleri hücre membranındaki diğer çoklu doymamış 
yağ asidlerini etkileyerek, yeni lipid radikallerinin oluşu-
munu sağlamakta ve reaksiyon oto-katalitik olarak iler-
lemektedir [5,6]. Lipid peroksidasyonu, LOOH’ın ma-
londialdehid (MDA) gibi aldehid ve diğer karbonil yapılı 
bileşiklere dönüşmesi ile sonlanmaktadır. 
Lee ve ark. [7] H2O2 ile lipid peroksidasyonunu uyararak 
in vitro α-LA uygulamasının lipid peroksidasyonunu inhi-
be edici etkisini araştırmışlardır. Ancak bu çalışmada lipid 
peroksidasyonu sabit bir süre sonunda bir kez ölçülmüş 
ve lipid peroksidasyon fazları ayrıntılı olarak değerlendi-
rilmemiştir. Bu nedenle α-LA’nın lipid peroksidasyonunu 
engelleme mekanizması tam olarak aydınlatılamamıştır. 
Çalışmamızda, α-LA’nın farklı dozlarının in vitro kulla-

Tablo 1. Doku çalışma grupları ve deney düzeneği

Gruplar Lipoik asit Sodyum bikarbonat İndüksiyon

Aktivasyon  - 1 M 15 mM H2O2 

2 mM 2 mM - 15 mM H2O2 

4 mM 4 mM - 15 mM H2O2 

8 mM 8 mM - 15 mM H2O2 

Kontrol - 1 M -



indüklendikten sonra belirlenen zamanlarda (5., 10., 15., 
30., 60., 90., 120., 150., 180., 240., 300., 360., 540., 720. 
ve 1440. dakikalar) her grup için hazırlanan 10’ar örnek 
inkübasyondan alındı ve bu örneklerde MDA’nın tiyobar-
bitürik asitle verdiği reaksiyon (TBARS), GSH ve protein 
analizleri sırasıyla Ohkawa ve ark [8], Beutler ve ark [9] 
Lowry ve ark [10] tanımladıkları yöntemlere göre yapıldı. 
Bulunan değerler dokuda protein miktarı ile oranlanarak 
nmol/mg protein olarak ifade edildi.

İstatistiksel değerlendirme
Her bir grupta verilerin parametrik varsayımları yerine 
getirip getirmediğini incelemek için normal dağılıma uy-
gunluk ve varyansların homojenliği testleri yapıldı. Grup-
ların arasındaki farklılıklar; normal dağılıma uyan ve 
homojen olan veriler Varyans Analizi (ANOVA) Tukey 
düzeltmesi ile, normal dağılıma uymayan veya homojen 
olmayan veriler ise Kruskal Wallis Varyans Analizi ve ar-
kasından anlamlı bulunan parametreler Mann-Whitney U 
testi ile değerlendirildi. Her bir grubun kendi içinde za-
mana göre değişimlerini değerlendirmek için Friedman 
Varyans Analizi testi ve arkasından anlamlı bulunan pa-
rametrelere Wilcoxon Eşleştirilmiş İki Örnek Testi uygu-

landı. Korelasyon analizi için Spearman testi kullanıldı. 
Elde edilen değerler ortalama±standart sapma (Ort.±SD) 
olarak ifade edildi ve p<0.05’in altındaki farklılıklar an-
lamlı olarak değerlendirildi.

Bulgular

Tiyobarbiturik asit ile reaksiyona giren maddeler 
(TBARS) düzeyinde zamana göre değişimin incelenmesi
H2O2 ile oksidan stres uyarılmış deney düzeneğinde α-LA 
kullanımının TBARS düzeylerine zamana bağlı etkisi Şe-
kil 1’de görülmektedir.
Aktivasyon grubunda TBARS düzeylerinin 10. dakika-
dan itibaren anlamlı olarak artmaya başladığı, 90-120., 
150-180. ve 240-360. dakikalar arasında yükselişin du-
rakladığı ve sonra 1440. dakikaya dek artışın devam et-
tiği gözlendi. Duraklamaların olduğu zamanlar haricinde 
diğer ölçümlerin her biri kendinden önceki değerden an-
lamlı olarak yüksekti (10 ve 240. dakikalarda p<0.05, 15 
ve 1440. dakikalarda p<0.01, diğer dakikalarda p<0.001). 
2 mM α-LA grubunda TBARS düzeylerinin 60. dakika-
dan itibaren anlamlı olarak artmaya başladığı, 120-150. 
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Şekil 1. Hidrojen peroksitle uyarılan oksidan stres durumunda ve çeşitli yoğunluklarda α–LA kullanımının zamana bağlı olarak TBARS 
oluşumuna etkisi. (Karşılaştırmalar bir önceki ölçüme göre Wilcoxon İki Örnek testi kullanılarak yapılmıştır *p<0.05, §p<0.01 ve †p<0.001).
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lendi (300 ve 720. dakikalarda p<0.05, diğer dakikalarda 
p<0.001) (Şekil 1).

Glutatyon düzeyinde zamana bağlı değişimin 
incelenmesi
H2O2 ile oksidan stres uyarılmış deney düzeneğinde α-LA 
kullanımının GSH düzeylerine zamana bağlı etkisi Şekil 
2’de görülmektedir.
Aktivasyon grubunda; GSH düzeylerinin başlangıçtan iti-
baren 150. dakikaya kadar gittikçe azaldığı, 150. dakika-
dan sonra anlamlı bir değişikliğin olmadığı gözlendi. 150. 
dakikaya kadar tespit edilen GSH seviyelerinin her biri 
bir önceki ölçüm zamanından anlamlı derecede düşüktü 
(150.dakikada p<0.05, diğer tümü için p<0.001). 
2 mM α-LA grubunda; GSH düzeylerinin başlangıçtan 
itibaren 150. dakikaya kadar gittikçe azaldığı, 150. daki-
kadan itibaren yükselişe geçtiği gözlendi. GSH düzeyi-
nin giderek azaldığı ilk 150 dakikada 90. dakika hariç her 
bir ölçüm zamanındaki GSH düzeyi bir önceki düzeyden 
anlamlı derecede düşüktü (5 ve 30. dakikalarda p<0.01, 
diğerler dakikalarda p<0.001). GSH düzeyinin giderek 

dakikalar arasında yükselişin durakladığı ve sonra 1440. 
dakikaya kadar artışın devam ettiği gözlendi. İlk 60 daki-
ka ve duraklamanın olduğu zaman aralığı haricinde diğer 
ölçümlerin her biri kendinden önceki zamanda ölçülen 
değerden anlamlı olarak yüksekti (60 ve 300. dakikalarda 
p<0.05, 90. dakikada p<0.01, diğer dakikalarda p<0.001). 
4 mM α-LA grubunda; TBARS düzeylerinin 90. dakika-
dan itibaren anlamlı olarak artmaya başladığı, 120-150 
ve 240-300. dakikalar arasında yükselişin durakladığı ve 
sonra 1440. dakikaya kadar artışın devam ettiği gözlen-
di. Duraklamaların olduğu zamanlar haricinde diğer öl-
çümlerin her kendinden önceki değerden anlamlı olarak 
yüksekti (360 ve 1440. dakikalarda p<0.05, 180. dakikada 
p<0.01, diğer dakikalarda p<0.001). 
8 mM α-LA grubunda; 90, 240, 300 ve 720. dakikalardaki 
TBARS düzeylerinin her biri kendinden önceki değerden 
anlamlı olarak arttığı gözlendi (sırasıyla p<0.05, p<0.01, 
p<0.001 ve p<0.01). 
Kontrol Grubunda; TBARS düzeylerinde 120, 180, 240, 
300, 360. ve 720. dakikalarda anlamlı artışlar olduğu göz-

Şekil 2. Hidrojen peroksitle uyarılan oksidan stres durumunda ve çeşitli yoğunluklarda α–LA kullanımının zamana bağlı olarak GSH 
değişimine etkisi (Karşılaştırmalar bir önceki ölçüme göre Wilcoxon İki Örnek testi kullanılarak yapılmıştır *p<0.05,  §p<0.01 ve †p<0.001).



arttığı dönemde ise 360 ve 720. dakikalar haricinde her 
bir ölçüm zamanındaki GSH düzeyi bir önceki düzeyden 
anlamlı derecede yüksekti (180. dakikada p<0.05, diğer 
dakikalarda p<0.001).
4 mM α-LA grubunda; GSH düzeylerinin başlangıçtan 
itibaren 150. dakikaya kadar gittikçe azaldığı, 150. daki-
kadan itibaren yükselişe geçtiği gözlendi. GSH düzeyinin 
giderek azaldığı ilk 150 dakikada 90. dakika hariç her bir 
ölçüm zamanındaki GSH düzeyi bir önceki düzeyden an-
lamlı derecede düşüktü (30. dakikada p<0.01, diğer daki-
kalarda p<0.001). 180. dakikadan deneyin sonlandırıldığı 
1440 dakikaya kadar GSH düzeyleri bir önceki ölçüm 
zamanından anlamlı derecede yüksekti (1440. dakikada 
p<0.01, diğer dakikalarda p<0.001). 
8 mM α-LA grubunda, GSH düzeylerinin başlangıçtan 
itibaren 150. dakikaya kadar gittikçe azaldığı, 150. daki-
kadan itibaren yükselişe geçtiği gözlendi. 150. dakikaya 
kadar tespit edilen GSH düzeylerinin her biri bir önceki 
değerden anlamlı derecede düşüktü (5. dakikada p<0.05, 
10. dakikada p<0.01, diğer dakikalarda p<0.001). GSH 
düzeyinin giderek arttığı dönemde ise 720. dakika hari-
cinde her bir ölçüm zamanındaki GSH düzeyi bir önce-
ki düzeyden anlamlı derecede yüksekti (360. dakikada 
p<0.05, diğer dakikalarda p<0.001).
Kontrol grubunda; GSH düzeylerinin başlangıçtan itiba-
ren 240. dakikaya kadar gittikçe azaldığı, 240. dakikadan 
1440. dakikaya kadar anlamlı bir değişikliğin olmadı-
ğı gözlendi. 15 ve 180. dakikalar dışında 240. dakikaya 
kadar tespit edilen GSH düzeylerinin her biri bir önce-
ki ölçüm zamanından anlamlı derecede düşüktü (5. da-
kikada p<0.05, 240. dakikada p<0.01, diğer dakikalarda 
p<0.001) (Şekil 2).

Glutatyon tüketim ve rejenerasyon hızı
İlk 150 dakika içindeki GSH tüketim hızı α-LA kullanılan 

gruplarda aktivasyon ve kontrol gruplarına göre anlam-
lı olarak daha yavaştı (hepsi için p<0.001). 8 mM α-LA 
grubundaki GSH tüketim hızı 2 mM grubundan anlamlı 
olarak daha yavaştı (p<0.05) 150. dakikadan sonra GSH 
rejenerasyon hızı ise α-LA kullanılan gruplarda aktivas-
yon ve kontrol gruplarına göre anlamlı olarak daha hızlıy-
dı (hepsi için p<0.001). α-LA grupları birbiriyle karşılaş-
tırıldığında α-LA dozu arttıkça GSH rejenerasyon hızının 
da arttığı görüldü (hepsi için p<0.001) (Tablo 2).

Tiyobarbiturik asit ile reaksiyona giren maddeler düzeyi 
açısından grupların karşılaştırılması
H2O2 ile oksidan stres uyarılmış deney düzeneğinde çeşit-
li dozlarda α-LA kullanımının TBARS düzeylerine etkisi 
Tablo 3’de görülmektedir.
Aktivasyon grubunda; 0 ve 5. dakikalardaki TBARS dü-
zeyleri kontrol grubundakinden farklı değilken, 10. da-
kikada (p<0.01) ve sonraki zamanların tümünde kontrol 
grubunun değerlerinden ileri derecede yüksekti (hepsi 
için p<0.001). 
2 mM α-LA grubunun 0. dakikadaki TBARS düzeyi ak-
tivasyon grubundan farklı değildi. 5. dakikadaki (p<0.05) 
ve sonraki tüm ölçümlerdeki (hepsi için p<0.001) TBARS 
düzeyleri aktivasyon grubununkilerden düşüktü. 
4 mM α-LA grubunun 0. dakikadaki TBARS düzeyi, akti-
vasyon gruplarından farklı değildi. 5. dakikadaki (p<0.05) 
ve sonraki tüm ölçümlerdeki (hepsi için p<0.001) TBARS 
seviyeleri aktivasyon grubununkilerden düşüktü. 2 mM 
α-LA grubu ile kıyaslandığında 60. dakikaya kadar fark 
olmadığı gözlendi. 60. dakikadan 1440. dakikaya dek ya-
pılan tüm ölçümlerdeki TBARS seviyeleri anlamlı dere-
cede düşüktü (60., 150. ve 180. dakikalarda p<0.01, 90. 
dakikada p<0.05, diğer tüm zamanlarda p<0.001). 
8 mM α-LA grubunun 0. dakikadaki TBARS düzeyi ak-
tivasyon, 2 ve 4 mM α-LA gruplarından farklı değildi. 5. 
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Tablo 2. Hidrojen peroksit ile uyarılan oksidan streste alfa lipoik asid 
kullanımının glutatyon tüketim ve rejenerasyon hızlarına etkisi

Gruplar GSH tüketim hızı GSH rejenerasyon hızı 
 (nmol.mg pr-1.dak-1) (nmol.mg pr-1.dak-1)

Aktivasyon 0.152±0.007 a* 0.0001±0.001 

2 mM 0.123±0.007 a*** 0.012±0.001 a***

  b***  b***

4 mM 0.115±0.005 a*** 0.022±0.001 a***

  b***  b***

    c***

8 mM 0.113±0.006 a*** 0.034±0.001 a***

  b***  b***

  c*  c***

    d***

Kontrol 0.164±0.007  -0.001±0.001

Varyans analizi (ANOVA) Tukey düzeltmesi ile analiz edilmiştir. a: Kontrol ile; b: aktivasyon 
grubu ile; c: 2 mM α-LA grubu ile; d: 4 mM α-LA grubu ile; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Tablo 3. Rat karaciğer homojenatlarında hidrojen peroksit ile uyarılan oksidan streste alfa lipoik asid kullanımının TBARS 
düzeylerine (nmol/mg protein) etkisi

   Gruplar 

Zaman (dk) Aktivasyon  2 mM  4 Mm  8 mM  Kontrol

0† 1.44±0.02  1.43±0.02  1.41±0.03  1.41±0.03  1.40±0.04

5† 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 b*** 1.43±0.03 b*** 1.41±0.04 b*** 1.44±0.04

15† 1.57±0.04 a*** 1.45±0.05 b*** 1.45±0.02 b*** 1.43±0.02 b*** 1.44±0.03

30§ 1.72±0.03 a*** 1.47±0.02 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

    b***  c*  c***

120† 2.61±0.06 a*** 1.68±0.04 a*** 1.57±0.04 b*** 1.53±0.02 b*** 1.61±0.04

    b***  c***  c*** 

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

    b***  c**  c*** 

        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

    b***  c**  b*** 

        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

    b***  c***  b***  

        c*** 

        d*** 

300§ 3.04±0.07 a*** 2.17±0.05 a*** 1.90±0.05 b*** 1.71±0.06 a* 1.88±0.05

    b***  c***  b***

        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

    b***  c***  b*** 

        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

    b***  b***  b*** 

      c***  c***

        d*** 

720§ 3.95±0.11 a*** 3.09±0.05 a*** 2.52±0.07 a*** 1.90±0.06 a* 2.02±0.02

    b***  b***  b*** 

      c***  c*** 

        d*** 

1440§ 4.21±0.13 a*** 3.44±0.07 a*** 2.60±0.07 a*** 1.95±0.05 a* 2.03±0.05

    b***  b***  b*** 

      c***  c***

        d***

†: Varyans Analizi (ANOVA) Tukey düzeltmesi ile;  §: Mann-Whitney U testi ile karşılaştırmalar yapılmıştır; a: Kontrol ile; b: Aktivasyon grubu ile; c: 2 mM α-LA grubu 
ile; d: 4 mM α-LA grubu ile karşılaştırma sonucu; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Tablo 4. Rat karaciğer homojenatlarında hidrojen peroksit ile uyarılan oksidan streste alfa lipoik asid kullanımının glutatyon 
düzeylerine (nmol/mg protein) etkisi

   Gruplar 

Zaman (dk) Aktivasyon  2 mM α-LA  4 mM α-LA  8 mM α-LA  Kontrol

0† 40.96±0.88 a*** 40.28±1.07 a*** 40.32±0.62 a*** 40.57±0.60 a*** 45.60±0.96
5† 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
    b***  b***  b*** 
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* 
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
60† 27.17±0.89 a*** 27.42±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 b*** 27.66±0.56 b*** 27.78±0.76 a* 26.94±0.76
        b*** 
120† 18.90±0.66 a*** 23.98±0.82 b*** 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 b*** 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
    b***  b***  b*** 
      c***  c*** 
        d*** 
240§ 17.69±0.49 a*** 26.18±0.47 a*** 34.79±0.65 a*** 43.77±1.09 a*** 19.81±0.43
    b***  b***  b*** 
      c***  c*** 
        d*** 
300§ 17.71±0.47 a*** 28.63±0.66 a*** 37.22±0.83 a*** 52.23±1.36 a*** 19.60±0.40
    b***  b***  b*** 
      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
    b***  b***  b*** 
      c***  c*** 
        d*** 
540§ 17.83±0.50 a*** 32.73±0.72 a*** 44.95±1.32 a*** 55.57±1.59 a*** 19.53±0.47
    b***  b***  b*** 
      c***  c*** 
        d*** 
720§ 17.94±0.45 a*** 33.33±0.78 a*** 48.29±1.47 a*** 63.79±1.23 a*** 19.49±0.63
    b***  b***  b***
      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
    b***  b***  b***
        c*** 
        d*** 

†: Varyans Analizi (ANOVA) Tukey düzeltmesi ile; §: Mann-Whitney U testi ile karşılaştırmalar yapılmıştır; a: Kontrol ile; b: Aktivasyon grubu ile; c: 2 mM α-LA grubu 
ile; d: 4 mM α-LA grubu ile; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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p<0.01, diğer dakikalarda p<0.001). GSH tüketim hızı, 
GSH azalmasının gözlendiği 30. dakika ile 150. dakikalar 
arasında TBARS düzeyleri ile pozitif korelasyon (sıra-
sıyla r=0.379, p<0.05, r=0.528, p<0.01, r=0.482, p<0.01, 
r=0.652, p<0.001, r=0.403, p<0.05) ve α-LA dozu ile 
negatif korelasyon (r=-0.588, p<0.01) gösterirken, GSH 
rejenerasyon hızı GSH’ın yükselmeye başladığı 150. da-
kikadan sonuna kadar, TBARS düzeyleri ile negatif ko-
relasyon (hepsi için p<0.001) ve α-LA dozu ile pozitif 
korelasyon (r=-0.947, p<0.001) gösteriyordu.

Tartışma
SOR’nin membranda bol miktarda bulunan çoklu doy-
mamış yağ asitlerini etkilemesi ile lipid peroksidasyonu 
başlar ve tüm radikalik reaksiyonlar gibi bir zincir re-
aksiyonudur. Lipid peroksidasyonununda ilk basamak-
ta konjuge dien, zincirin ilerleme safhasında LOOH ve 
sonlanma basamağında da TBARS gibi reaktif aldehidler 
açığa çıkmaktadır. Lipid peroksidasyonu, direkt hasarını 
membran yapısında değişikliklere sebep olarak, indirekt 
hasarını da reaktif aldehidler oluşumuna yol açarak gös-
termektedir. Reaktif aldehidler membran bileşenlerinde 
çapraz bağlanmalar ve polimerizasyona neden olur. Bu 
durum membran yapısının bozulmasına, iyon transportu 
ve enzim aktivitesi gibi membran işlevlerinde değişiklik-
lere yol açmaktadır [5,11,12,13]. Serbest radikallerin ve 
lipid peroksitlerin çeşitli hastalıkların oluşumunda rol oy-
nadıkları kabul edilmektedir. Diabetes mellitus, aterosk-
leroz, romatoid artrit, kanser, ülseratif kolit ve karaciğer 
sirozu gibi hastalıkların patogenezinden sorumlu tutul-
maktadır [11].
Literatürde in vitro çalışmalardan indüksiyon ortamı ola-
rak homojenat kullananlarda 10 mM, 5 mM [14,15] hücre 
kültürü kullananlarda ise 3 mM, 500 μM, 200 μM H2O2 
[16-18] konsantrasyonları ile oksidatif stresin indüklendi-
ği görülmektedir Homogenatlarda oksidatif stres indük-
lenmese bile otooksidasyon oluşmaktadır [19]. Oksidatif 
stresin indüklendiğini söyleyebilmek için otooksidasyona 
bırakılan gruptan anlamlı olarak daha yüksek lipid perok-
sidasyon oluşturulması gerekmektedir. Biz kullandığımız 
15 mM H2O2 konsantrasyonunda ancak inkübasyonun 10. 
dakikasından sonra lipid peroksidasyonunu indükleyebil-
dik; denediğimiz daha düşük H2O2 konsantrasyonlarında 
ise oluşan lipid peroksidasyonu uzun süre otoksidasyon 
grubundan farklı olmadı. Daha düşük H2O2 konsantras-
yonları oksidatif stresi oluşturmakta yetersiz kaldığı için 
çalışmada 15 mM H2O2 konsantrasyonu seçildi. 
Erkek rat germ hücre kültürlerinde H2O2’nin TBARS dü-
zeylerini artırdığı bulunmuştur. Bu çalışmada H2O2 ile li-
pid peroksidasyonunun 10 dakikada çok erken dönemde 
gerçekleştiği gözlenmiş ve germ hücreleri membranların-
da lipid peroksidasyonuna duyarlı çoklu doymamış yağ 
asidlerinin bol miktarda bulunmasıyla açıklanmıştır [20].
Rat karaciğer homojenatlarında in vitro uygulanan Fe+2 
iyonların lipid peroksidasyonunu aktive ederek, TBARS 

dakikadan itibaren sonuna dek aktivasyon grubunun de-
ğerlerinden ileri derecede düşüktü (hepsi için p<0.001). 
Bu gruptaki TBARS seviyeleri 2 mM grubundan 60. da-
kika (p<0.01) ve sonrasında (hepsi için p<0.001), 4 mM 
grubundan da 150. dakika (p<0.01) ve sonrasında (hepsi 
için p<0.001) düşüktü. 
TBARS değerleri α-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 gruplarında daha sonraki dakikalarda 
kontrol grubuna göre anlamlı yükselişler olurken (hepsi 
için p<0.001), 8 mM grubunda ise düşüş vardı (p<0.05).

Gruplar arasında glutatyon (GSH) düzeyi açısından 
farklılıkların incelenmesi
H2O2 ile oksidan stres uyarılmış deney düzeneğinde çe-
şitli dozlarda α-LA kullanımının GSH düzeylerine etkisi 
Tablo 4’de görülmektedir.
Aktivasyon grubunda başlangıçtan itibaren 1440. da-
kikaya kadar her bir zaman birimindeki GSH düzeyleri 
kontrol grubundakinden anlamlı derecede düşük bulundu 
(1440. dakikada p<0.01, diğer tümü için p<0.001).
2 mM α-LA grubunun 0, 5, 15 ve 60. dakikalardaki GSH 
düzeyleri aktivasyon grubununkinden farklı değildi. 
Farklılığın olmadığı zamanlar haricinde bu gruptaki GSH 
düzeyleri, aktivasyon grubununkilerden 10. dakikadan 
itibaren yüksekti (hepsi için p<0.001). GSH düzeyleri, 
kontrol grubuna göre 60. dakikaya dek düşük, (hepsi için 
p<0.001), 90. dakikadan 150. dakikaya kadar benzer, 180. 
dakikadan sonra yüksek (hepsi için p<0.001) seyretti.
4 mM α-LA grubunun 0, 5, 15 ve 60. dakikalardaki GSH 
düzeyleri aktivasyon ve 2 mM gruplarınınkilerden farklı 
değildi. Farklılığın olmadığı zamanlar haricinde bu grup-
taki GSH düzeyleri, aktivasyon grubununkinden 10. da-
kikadan itibaren, 2 mM grubununkinden 150. dakikadan 
itibaren (hepsi için p<0.001) yüksekti. GSH düzeyleri, 
kontrol grubuna göre 60. dakikaya dek düşük, (hepsi için 
p<0.001), 90. dakikadan 120. dakikaya kadar benzer, 150. 
dakikadan itibaren yüksek (hepsi için p<0.001) seyretti.
8 mM α-LA grubunun GSH düzeyleri 10. dakikaya kadar 
aktivasyon grubundan, 15. dakikaya kadar ve 90. daki-
kada 2 mM α-LA grubundan, ilk 10 dakika, 90. ve 120. 
dakikalarda 4 mM α-LA grubundan farklı değildi. 8 mM 
α-LA grubunda bu dakikalar dışındaki tüm ölçümlerde 
GSH düzeyleri aktivasyon (hepsi için p<0.001), 2 mM 
(30. dakikada p<0.01, 120. dakikada p<0.05 ve diğer tü-
münde p<0.001) ve 4 mM (15. ve 30. dakikalarda p<0.05, 
diğer tümü için p<0.001) α-LA gruplarınınkinden yük-
sekti (hepsi için p<0.05). GSH düzeyleri, kontrol grubuna 
göre 15. dakikaya dek düşük, (hepsi için p<0.001), 30. ve 
60 dakikalarda benzer, 90. dakikadan itibaren yüksek (90.
dakikada p<0.05, diğer tümü için p<0.001) seyretti.

Korelasyon bulguları
α-LA dozu ile üretilen TBARS düzeyleri arasında 30. da-
kikadan itibaren negatif korelasyon vardı (30. dakikada 



ve 4 hidroksialkinler (4-HA)’in düzeylerini artırdığı bu-
lunmuştur [21]. Rat beyin homojenatlarında in vitro uygu-
lanan H2O2’nin de TBARS ve 4-HA düzeylerini artırdığı 
bildirilmiştir [14,22]. Kaptanoğlu ve ark. [23] tarafından 
yapılan bir çalışmada H2O2 ve ferröz iyonların merke-
zi sinir sisteminde hem tek başlarına hem de birlikte in 
vitro lipid peroksidasyonunu uyardığı bildirilmiştir. Rat 
hepatosit kültürlerinde H2O2 uygulamasının TBARS dü-
zeylerini artırdığı bildirilmiştir [24]. Bununla beraber, Ba-
eza-Squiban ve ark. [25] tarafından yapılan bir çalışma-
da tavşan trakea epitel hücre kültürlerinde H2O2 ve Fe+2 
iyonları ayrı ayrı uygulandığında TBARS düzeylerinde 
anlamlı bir değişikliğin olmadığı, ancak her ikisi aynı 
zamanda uygulandığında TBARS düzeylerinde anlamlı 
artışa yol açtığı bulunmuştur.
Çalışmamızdaki kontrol grubunda lipid peroksidasyonu 
uyarılmadığı halde, TBARS düzeylerinde anlamlı yükse-
lişlerin görülmesi deney süresinde lipidlerin otooksidas-
yona uğradığını göstermektedir. Bu bulgumuz Pothiwong 
ve arkadaşlarının [19] beyin homojenatları ile yaptıkları 
çalışma ile uyumludur. 
Çalışmamızda aktivasyon grubunda TBARS düzeyleri 
kontrol gruplarına göre yüksek bulundu. Bu bulgumuz 
aktivasyon grubunda gözlenen lipid peroksidasyonunun 
otooksidasyona bağlı olmadığını rat karaciğer homoje-
natlarına uyguladığımız H2O2’ın lipid peroksidasyonunu 
uyardığını göstermektedir. Çalışmamızda aktivasyon gru-
bunda elde edilen bulgular H2O2’ın lipid peroksidasyonu-
na yol açtığını işaret eden çalışmalarla uyumludur. 
Çalışmamızda SOR üretici olarak kullandığımız H2O2, 
aslında çok yüksek derişimde bulunmadığı sürece toksik 
değildir. Ancak hızla biyolojik membranları geçebilir ve 
üretildiği yerden daha uzaklara gidip etki edebilir. Hid-
rojen peroksidin asıl zararlı etkisi Fenton ve Haber-Weiss 
reaksiyonu ile •OH radikaline dönüşümü ile olur. •OH’nin 
yarı ömrü kısa olmasına rağmen reaktivitesi çok yüksek-
tir. Üretildiği yerden daha uzağa difüzyonuna gerek kal-
madan biyolojik moleküllerle reaksiyona girerek toksik 
etki gösterir. H2O2’in zararlı etkisinin ortaya çıkmasın-
da ferröz iyonları ile etkileşimi önemli yer tutmaktadır. 
Hidrojen peroksit serbest oksijen radikali üretici olarak 
tek başına kullanıldığında, doku homojenatında bulunan 
ferröz iyonların Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonları yo-
luyla •OH radikali üretimine katkıda bulunduklarını dü-
şündürmektedir.
Çeşitli çalışmalarda SOR’nin oluşumunu engellemek 
veya oksidan/antioksidan dengeyi sağlamak için antiok-
sidan molekül olarak nitelendirilen birçok farmakolojik 
madde kullanılmıştır [26,27]. Çalışmamızda antioksidan 
molekül olarak α-LA kullanılmıştır.
Lee ve ark. [7] tarafından yapılan bir çalışmada, gerbil 
beyin homojenatlarında in vitro H2O2 ve ferröz amonyum 
sülfat uygulanmasıyla lipid peroksidasyonu sağlanmış 
ve α-LA’in doza bağımlı olarak lipid peroksidasyonunu 
azalttığı bulunmuştur. Aynı çalışmada H2O2 ve ferröz 

iyonların oksidasyon yapıcı etkilerinden dolayı biyolojik 
hasara yol açtıkları bildirilmiştir.
Hagen ve ark. [28] diyetle α-LA uygulamasının ratların 
karaciğerinde yaşlanmaya bağlı olarak artan TBARS dü-
zeylerinde azalmaya yol açtığını bildirmişlerdir. Serebro-
vasküler bölgeye streptozotosin enjekte edilmiş ratlarda 
diyetle verilen α-LA’in, merkezi sinir sistemindeki oksi-
datif hasarı ve TBARS düzeylerini azalttığı bulunmuştur 
[29]. Kadmiyum toksisitesi oluşturulan çalışmada GSH 
ve α-LA uygulamasının böbrek dokusunda lipid peroksi-
dasyon oluşumunu önlediği bulunmuştur [30] Lipopoli-
sakkarit ile akut akciğer hasarı oluşturmadan önce veya 
sonrasında α-LA kullanımının, hasarın yol açtığı inflama-
tuar yanıt belirteçlerinde ve histolojik değişimde azalma-
yı sağladığı bildirilmiştir [31]. Çiçek ve ark [32] diyabetik 
olgularda anjiografik tetkiklerde kullanılan kontrast mad-
denin yol açtığı nefropatiyi önlemek açısından α-LA kul-
lanımının etkili olmadığını bildirmişlerdir. H2O2 ile oluş-
turulan katarakt modelinde 0.5 mM α-LA uygulamasının 
lipid peroksidasyonunu engelleyemediğini 1 mM α-LA 
ise lipid peroksidasyonunu azalttığı bildirilmiştir [33].
Çalışmamızda H2O2 ile indüklenen lipid peroksidasyo-
nunda α-LA uygulamasının tüm dozlarında TBARS olu-
şumunun azaldığını gözledik. En düşük doz olan 2 mM 
α-LA uygulamasında bile TBARS düzeylerinin aktivas-
yon gruplarındaki düzeylere göre düşük olması, α-LA’nın 
lipid peroksidasyonunu engellediğine işaret etmektedir. 
α-Lipoik asidin dozu arttıkça lipid peroksidasyonunu en-
gelleme etkisinin artması ve α-LA dozu ile TBARS düze-
yi arasında 30. dakikadan deneylerin sonuna dek negatif 
korelasyon bulunması bu etkinin doza bağımlı olduğunu 
düşündürmektedir. 
Aktivasyon grubunda 10. dakikada lipid peroksidasyonu 
başlarken; lipid peroksidasyonu başlama zamanını 2 mM 
α-LA uygulamasının 50 dakika, 4 ve 8 mM uygulaması-
nın ise 80 dakika geciktirmesi; lipid peroksidasyonunun 
başlangıç safhasında antioksidan etkisinin güçlü olduğu-
na işaret etmektedir. Lipid peroksidasyonu başlasa bile 
sonraki zamanlarda TBARS düzeyinin aktivasyon gru-
bundan düşük seyretmesi ve α-LA dozu arttıkça baskılan-
manın daha da bariz olması α-LA’nın lipid peroksidasyo-
nun ilerleme safhasında da etkili bir antioksidan olduğunu 
düşündürmektedir.
α-LA fizyolojik sistemlerde bulunan, tiyol grubu içeren 
ve antioksidan aktiviteleri olan önemli bir moleküldür. Bu 
nedenle ideal terapötik antioksidan olduğu düşünülmekte-
dir [4]. α-LA’in kimyasal reaktivitesini sağlayan ditiyolan 
halkası, moleküle yüksek bir indirgeme özelliği kazan-
dırmakta ve α-LA’yı GSH, sistein gibi diğer tiyol içeren 
biyomoleküller arasında özgün kılmaktadır [34].
GSH bütün dokularda bulunmasına rağmen karaciğerde 
oldukça aktif bir şekilde sentezlenmektedir. Hücrelerde 
-SH grubu içeren ana moleküldür. SOR ve yabancı mad-
delerin enzimatik detoksifikasyonunda kofaktör olarak 
görev alabilir. [35].

Turk J Biochem 2014; 39(3):317-327 325 Yapar ve Eskiocak



Turk J Biochem 2014; 39(3):317-327 326 Yapar ve Eskiocak

mekanizmalardan hangisinin etkili olduğunu tespit etmek 
için daha ileri çalışmalara ihtiyaç vardır. 
Sonuç olarak, bulgularımız H2O2 uygulanan deney düze-
neğinde lipid peroksidasyonunun uyarıldığını göstermek-
tedir. α-LA uygulanan gruplardaki TBARS düzeylerinin, 
aktivasyon gruplarındaki düzeylere göre anlamlı düşük 
olmasının nedeni, α-LA’nın antioksidan özelliklerinden 
kaynaklandığını, özellikle de lipid peroksidasyonunun 
ilerleme safhasını baskıladığını söyleyebiliriz. Bu etkisini 
de gerek metal şelasyonu ve gerekse radikal toplayıcı et-
kileri ile yapmış olabileceği gibi, GSH tüketimini yavaş-
latarak ve/veya GSH rejenerasyonunu sağlayarak yapmış 
olabileceğini söyleyebiliriz. Lipoik asidin in vitro ortam-
da doku homojenatında enzim aktivitesi üzerine etkisinin 
daha ileri çalışmalarla incelenmesine gerek vardır.
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