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OZET

Calismada, dietilnitrozaminin karaciger iizerindeki toksik etkilerinin belirlenmesi ve bu toksik
etkilere bagli olarak meydana gelebilecek oksidatif strese karsi a-lipoik asidin koruyucu
etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal olarak yaklasik 3 aylik ve 260+10.5 gr olan 49 adet Sprague- Dawley cinsi erkek
rat kullamlmustir. Ratlar; grupl(kontrol), grup 2 (periton i¢ci tek doz 150 mg/kg
dietilnitrozamin verilmis), grup 3 (periton ici tek doz 150 mg/kg dietilnitrozamin ile oral
gavajla 14 giin 2 cc/giin zeytinyag verilmis), grup 4 (periton i¢i tek doz 150 mg/kg
dietilnitrozamin ile oral gavajla 7 giin 100 mg/kg/giin o-lipoik asit 2 cc zeytinyaginda
cozdiiriilerek verilmis), grup 5 (periton ici tek doz 150 mg/kg dietilnitrozamin ile oral gavajla
14 giin 100 mg/kg/giin o- lipoik asit 2 cc zeytinyaginda ¢ozdiiriilerek verilmis), grup 6 (oral
gavajla 14 giin 100 mg/kg/giin a-lipoik asit 2 cc zeytinyaginda ¢ozdiiriilerek verilmis) ve grup
7 (oral gavajla 14 giin 2 cc/giin zeytinyag verilmis) olmak iizere yedi esit gruba ayrilmistir.
Onbes giin siiren uygulamanin sonunda anestezi altinda kalplerinden heparinli tiiplere kan
ornekleri alinmistir. Alinan kan orneklerinden bir miktar1 tam kan olarak ayrilmistir.Geriye
kalan kanlar santrifiij  yapilarak serumlar1 elde edilmistir. Tam kanlarda GSH ve MDA
tayinleri, serumlarda AST, ALT, GGT, ALP ve ADA tayinleri yapilmistir.

Dietilnitrozamin verilen gruplarda kontrol grubuna gére GSH diizeylerinde belirgin diisme,
MDA, AST, ALT, GGT, ALP ve ADA diizeylerinde belirgin yiikselme tespit edilmistir.
Dietilnitrozamin ile beraber o-lipoik asit verilen gruplarda GSH diizeylerinde yiikselme,
MDA, AST, ALT, GGT, ALP ve ADA diizeylerinde diisme tespit edilmistir. a- lipoik asidin
hem 7 giin hem de 14 giin verilmesinin koruyucu oldugu, ancak 14 giin kullaniminin 7 giin
kullantmina gore daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak dietilnitrozaminin toksik etkilerine bagli olarak oksidatif stresi arttirabilecegi,
a-lipoik asidin ise meydana gelen bu strese karsi lipid peroksidasyonunu onleyerek, rediikte
glutatyon gibi antioksidan molekiillerin miktarini arttirarak ve bir serbest radikal temizleyicisi
gibi rol oynayarak koruyucu etki yapabilecegi kanaatine varilmistir. Buna dayanarak alkol,
nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, agir metal zehirlenmeleri, viral hepatitler ve kanser gibi
nedenlerle meydana gelmis olan karaciger hasarlarinda tedavi amaciyla kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, ilaglarin pek ¢ogu karacigerden metabolize oldugundan uzun siire
ila¢ kullanilmas1 gereken kronik hastaliklarda da koruyucu amacli olarak verilmesinin uygun
olabilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar sozciikler: a-Lipoik asit, Adenozindeaminaz, Dietilnitrozamin, Karaciger fonksiyon

testleri, Malondialdehit, Rediikte glutatyon .



SUMMARY

This study aimed to determine toxic effects of diethylnitrosamine on liver and to investigate
the protective effect of a-lipoic acid to oxidative stres related with the toxic effects of
diethylnitrosamine.

As material, nearly 3 month old 260+10.5 gr, 49 Spraque-Dawley kind male rats have been
used. The rats were equally divided into seven groups, group 1 (control), group 2
(intraperitoneally one dose of 150 mg/kg diethylnitrosamine has been given), group 3
(intraperitoneally one dose of 150 mg/kg diethylnitrosamine and 2 cc. olive oil with oral
gavaj from 14 days has been given), group 4 (intraperitoneally one dose of 150 mg/kg
diethylnitrosamine and with oral gavaj 100 mg/kg/day a-lipoic acid by solving it in 2 cc. olive
oil for 7 days has been given), group 5 (intraperitoneally one dose of 150 mg/kg
diethylnitrosamine and with oral gavaj 100 mg/kg/day a-lipoic acid by solving it in 2 cc.
olive oil for 14 days has been given), group 6 ( with oral gavaj 100 mg/kg/day a-lipoic acid
by solving it in 2 cc. olive oil for 14 days has been given)and group 7 (with oral gavaj 2 cc.
olive oil for 14 days has been given each day). At the end of the 15 days study inder
anesthesia, blood samples were taken from their hearts which anesthesia to the heparin tubes.
Some quantity of the blood samples were kept as whole blood. The rest of the blood were
centrifugal, and their serums were gained. In the whole blood, GSH and MDA classifications,
in the serums AST,ALT, GGT,ALP and ADA classifications have been conducted.

Compared to the control group, in the group given diethylnitrosamine a considerable
decrease has been identified in the GSH level and the considerable increase in MDA, AST,
ALT, GGT, ALP and ADA levels have been identified. It is identified that giving a- lipoic
acid for both 7 and 14 days are protective, but 14 days of usage is more effective than 7 days
of usage.

As a result it has been deducted that diethylnitrosamine depending on the toxic effects can
enhance the oxidative stres, but a- lipoic acid prevents the lipid peroxidation occured against
the stress and increases the levels of antioxidan molecules, such as reduced glutathione
and it can make a protective effect and playing role like scavenging of free radicals. In terms
of this it is thought that it can be used to cure liver injuries because of alcohol, NSAI
medicines, heavy metal poisoning, viral hepatitis and cancer. Besides as most of the
medicines are metabolised from the liver, it is believed that it can be given as protector to the
chronic ilnesses that long-term medicines must be used.

Key Words: o-Lipoic acid, Adenosine deaminase, Diethylnitrosamine, Liver function tests,

Malondialdehyde, Reduced glutathione.



1. GIRIS

Alfa lipoik asit bazi yiyeceklerde bulunan ve aym zamanda viicutta sentezlenen
dogal bir maddedir. Insanlarda lipoik asit enerji olusumunu iceren cesitli 2-oksoasit
dehidrogenazlarin bir parcasidir(1). Okside lipoik asit ve rediikte lipoik asit olarak 2
formu bulunmaktadir. Rediikte lipoik aside dihidrolipoik asit de denmektedir(2).
Dihidrolipoik asit biyolojik olarak daha aktiftir(3). Lipoik asit mitokondride oktanoik
asit ve bir siilfiir kaynagindan sentez edilmektedir(4). Lipoik asit oral verildiginde %
93’den fazlasi barsaktan emilir, karacigerde metabolizmayla % 20-30 ilk gecis
etkisine ugrar(5). a- Lipoik asidin insanlardaki primer metabolik yolu S-metilasyon
B-oksidasyondur(6). Lipoik asit acil tasiyict olup iki elektron tasimakla
gorevlidir.

a- ketoglutarat dehidrogenaz ile piriivat dehidrogenaz enzim kompleksleri icinde
bulunur(7). Lipoik asit piriivatin oksidatif dekarboksilasyonunda koenzim olarak
gorev yapmaktadir(8). Lipoik asidin serbest radikal hasarini uzaklastiran vitamin E
ve vitamin C’yi geri doniistiirdiigli gosterilmistir(9).

Lipoik asidin etkileri:

1- Serbest radikalleri uzaklastirmak,

2- Metal kelasyon,

3- Antioksidan rejenerasyon,

4- Molekiler hasar onarimu,

5- Glikasyondan yaslanmanin azalmasi,
6- Dogal enerji verici.

Nitrozaminler oldukca taninmis karsinojenik bilesiklerdir. Dietilnitrozamin(DEN)
hepatik karsinomaya neden olan bir nitrozamin bilesigidir. DEN ile tiimor gelisimi
ve erken asamalarda serbest radikal olusumu arasindaki klinik belirginlik dikkat
cekicidir(10).

Bu bilgilerin 1s18inda DEN’in yarattig1 toksik etkilerin gii¢lii bir antioksidan olan

a-lipoik asitle engellenebilecegi diisiiniilmektedir.



1.1. LIPOIK ASIiT HAKKINDA GENEL BILGILER

1.1.1. Lipoik Asidin Tarihcesi

Lipoik asit(LA) viicutta dogal olarak iiretilmesine ragmen arastiricilar 1930 yilina
kadar varliginin farkinda degillerdi. 1937 yilinda lactobasillusun gelisimi i¢in gerekli
olan, growth faktor denen patates ekstratinin bir komponenti olarak bulunmustur(11).
1951 yilinda Reed ve arkadaslari karaciger rezidiisiiniin 100 kilogramindan 30
miligram lipoik asit piirifiye etmislerdir(12). Takip eden yillarda molekiiler yapi

aciga kavusmus ve 1,2 ditiyolen-3 pantotenik asit olarak adlandirilmistir(13,14).

1.1.2. Lipoik Asidin Bulundugu Yerler
a- lipoik asit(ALA) baz1 yiyeceklerde bulunan ve ayni1 zamanda viicutta sentezlenen
dogal bir maddedir. Mitokondriyal kompleksleri bol olan hayvan ve bitki
dokularinda bol miktarda bulunur.

Bitkiler icinde en fazla lipoik asit icerenler sirasiyla 1spanak,brokoli ve
domatesdir. Hayvan dokular1 icerisinde en fazla bobrek, kalp ve karacigerde

bulunur( 1).

Tablo 1. Cesitli kaynaklarin lipoillisin* icerikleri(1).

Kaynak ug/g kuru agirlik
Bezelye 0.39+0.07
Briiksel lahanasi 0.39+0.21
Piring 0.16 £0.02
Yumurta 0.05+0.07
Bira mayasi 0.27 £0.05
E. coli 8.07
Bobrek 2.64+1.23
Kalp 1.51%£0.75
Karaciger 0.86 £0.33
Dalak 0.36 £ 0.08
Beyin 0.27 +£0.08
Pankreas 0.12 +£0.05
Akciger 0.12£0.08

Ispanak 3.15+1.11
Brokoli 0.94 +0.25
Domates 0.56+0.23

*Lipoillisin x 0,62 = Lipoik asit.



1.1.3.Lipoik Asidin Yapis1

Lipoik asit; enerji liretimi ve metabolizmada yer alan mitokondriyal enzimlerde bir
kofaktor olarak gorev yapan, dogal olarak meydana gelen bir bilesiktir(15). Pek ¢ok
prokaryotik ve Okaryotik hiicre tiplerinde bulunur. Insanlarda lipoik asit enerji
olusumunu iceren cesitli 2-oksoasit dehidrogenazlarin  parcasidir(1).  Sekiz

karbonlu bir bilesiktir ve ditiyolen halka yapisinda iki siilfiir atomu icerir(15).
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Sekil 1. Alfa Lipoik Asit(5).

1.1.4.Lipoik Asidin Formlari

Iki formu bulunmaktadur:

1-Okside lipoik asitte 6. ve 8. pozisyonlarda bulunan kiikiirtler kapali bir halka
meydana getirir.

2-Lipoik asidin rediikte sekli acik zincir seklinde olup 6. ve 8. pozisyonda bulunan
kiikiirtler  siilfidril grubu halinde bulunmaktadir. Lipoik asidin rediikte sekline
dihidrolipoik asit(DHLA) ad1 verilmektedir(8).
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Sekil 2. Lipoik Asit ve Dihidrolipoik Asidin Kimyasal Yapilari(1).

Lipoik asidin bu iki formu oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar:1 ile birbirine

doniisebilmektedir(8). Hem rediikte hem de okside formlar biyolojik aktivite



gostermesine ragmen dihidrolipoik asit biyolojik olarak daha aktif form olarak kabul

edilmektedir(3).
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Sekil 3. Okside Lipoik Asit ve Dihidrolipoik Asidin Kimyasal Yapilari(8).

Alfa lipoik asidin R-o lipoik asit ve S-o- lipoik asit olarak iki enantiyomeri
vardir. Bu iki form aym say1 ve pozisyonda atom igerir, fakat molekiillerinde
atomlarmin farkli diizenlenmelerine sahiptirler. Hem R hem de S formlarn
izomerdir(16). R-enantiyomer S-enantiyomerden 28 defa daha hizlidir(17). A.B.D.
ve Avrupa’daki arastiricilar sentetik lipoik asit ile ¢alisirlar, ¢iinkii dogal lipoik asidi
elde etmek cok zordur. Sentetik lipoik asit bu iki enantiyomerin yar1 yariya

karisimindan olusur(16).
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Sekil 4. Alfa Lipoik Asidin R ve S formlarinin Kimyasal Yapilari(15).

Canli hiicrelerde, LA’in potent antioksidan form olan DHLA’e rediiksiyonu
enzimatik islemlerle meydana gelir, bu nedenle LA’in stereokimyasi belirgin énemli
bir rol oynar. LA’i DHLA’e indirgeyen birka¢ enzim bildirilmistir. Bu enzimler
LA’in R- enantiyomerine ¢ok spesifik bir enzim olan lipoamid dehidrogenaz; S-
enantiyomeri icin cok spesifik olan glutatyon rediiktaz ve tiyoredoksin rediiktazdir.
Cesitli dokularda LA’in DHLA’e rediiksiyonu onun antioksidan aktivitesi i¢in kritik
islemdir. Mitokondride NADPH bagimli glutatyon rediiktaz S(-) lipoat
stereoizomerine karst biraz daha fazla afinite gosterirken NADH bagimlh
dihidrolipoamid dehidrogenaz R(+) lipoat igin goze carpan bir istiinlik
gostermektedir. Rat karaciger sitozoliinde NADPH bagimli rediiksiyon NADH’ dan
daha ¢oktur. Rat karaciger ekstratlarinda NADH ve NADPH rediiksiyonu esit iken
rat kalp, bobrek ve beyin hiicrelerinden hazirlanan ¢ozeltilerde NADH bagimh
rediiksiyonun NADPH bagiml rediiksiyondan % 70-90 kadar daha fazla oldugu
bildirilmistir. Bir saglam organ c¢alismasi izole perfiize rat kalbinde R-LA’in
rediiksiyonunun S-LA’ inkinden 6-8 kez daha fazla oldugunu gostermektedir. Bu
bilgi izole kalp mitokondrilerinde yiiksek mitokondriyal dihidrolipoamid
dehidrogenaz aktivitesiyle uyum halindedir. Diger taraftan mitokondriden yoksun
olan eritrositlerde S indirgenme R-LA’ den daha aktiftir. Bu sonuglar ¢esitli doku ve
hiicrelerde rediiksiyon hizinda stereospesifik degisiklikler gostermektedir. a- lipoatin

indirgenme mekanizmalar1 doku spesifiktir ve o-lipoatin eksojen olarak verilmesinin



etkileri dihidrolipoamid dehidrogenaz aktivitesi ve doku glutatyon rediiktazi ile
saptanmaktadir(18).

Alfa lipoik asidin her iki formu viicuda verildigi zaman R formunun daha aktif
oldugu bulunmustur. Ornegin Almanya’daki arastiricilar S formunun izole
hiicrelerde ATP iiretemedigini bildirmislerdir. Ayrica R formu membran akicilig1 ve
transportunu arttirirken S formu akicilig1 azaltma egilimindedir(19).

LAP (LA’in amin analogu=0o-lipoik asit-plus) LM (o-lipoamid) ve LA’den
yaklasitk 1000 ve 3000 kez daha etkilidir(20).LA CRLA (controlled-release LA)
olarak verildiginde Tmax=1,25 saattir ve yaklasitk ORLA (quick-release LA) ile
karsilastirildiginda 2,5 kat daha uzundur. CRLA verilmesinden sonra ne karaciger ne
de bobrek fonksiyonlarinda ve kan profillerinde degisiklikler veya ciddi yan etki
bildirilmistir(21).

1.1.5. Lipoik Asidin Biyosentezi

Lipoik asit yaygin olarak bir¢ok bitki ve hayvan dokularinda oldugu gibi pek¢ok
prokaryotik ve okaryotik mikroorganizmalarda da meydana gelir(22,23). Lipoik asit
bakteriden insana kadar olan tiim organizmalarda sentezlenir. Insanlarda sentez yeri
karaciger ve diger dokulardir(24). Okaryotlarda lipoik asitin biyosentez yolu
mitokondride bulunur. Bununla beraber bitkilerde biyosentez yolunun plastidlerde de
bulundugu hipotezi vardir(2).

Lipoik asit mitokondride oktanoik asit ve bir siilfir kaynagindan
sentezlenmektedir. Lipoik asitteki sekiz karbon birimi oktanoik asitten
saglanmaktadir ve iki karbon siilfiir bandlarinin olusumu lipoik aside yol acar.
Mitokondriyal B-oksidasyon reaksiyonunun lipoik asit metabolizmasinda major rol
oynadigi bulunmus ve 12 metaboliti saptanmistir. Lipoik aside bagl dehidrogenazlar
hakkinda elde edilebilir genis bilgiler olmasina ragmen bu koenzim biyosentezinde

yer alan enzimler hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir(4).
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Sekil 5. Lipoik Asit Biyosentezi(2).

1.1.6. Lipoik Asidin Tasinmasi

Lipoik asit oral alindiginda veya intravendz kullanildiginda hizla absorbe edilir ve
hiicre icine girerek burada daha aktif formu olan dihidrolipoik aside indirgenir.
Lipoik asidin reuptake’i perfiize rat karacigeri ve izole hepatositlerde ¢alisitlmistir. Iki
ayr1 transport mekanizmasi bildirilmistir:

1-Tasiyicili uptake: 75’ wm den daha kii¢iik bir tagiyicidir.

2-Pasif difiizyon: Daha yiiksek konsantrasyondan gecis olur(25).

1.1.7. Lipoik Asidin Metabolizmasi

Lipoik asit oral verildiginde % 93’ den fazlasi barsaktan emilir, karacigerde
metabolizmayla % 20-30 ilk gecis etkisine ugrar. ALA emilmesini takiben 1,2
ditiyolen halkasinin indirgenmesiyle DHLA formuna indirgenir, sonradan S-
metilasyona ugrayabilir. ALA ve DHLA her ikisi de aym1 zamanda - oksidasyona
ugrarlar. Hem ratlarda hem de insanlarda ALA idrarla atilir, ana metaboliti 4,6
bismetilmerkaptoheksanoik asittir. Ratlarda oral verilen radyoaktif ALA nin yaklasik
% 80’1 idrarda bulunmustur(5).
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Insanlarda tek kullamminda rasemik lipoik asidin biyoyararlanimi oldukca
yiiksek bulunmustur. Lipoik asit 50-600 mg arasinda kullanildiginda doz orantili
olarak

Tmax’a 0,5-1 saatte ulasir. 200 mg lipoik asidin akdz solusyonda absolu
biyoyararlanimi tahminen R- lipoik asit icin % 38 ve S-lipoik asit i¢cin % 28’ dir.
Lipoik asidin nispeten diisiik biyoyararlanimi yiiksek ilk gecis etkisine baglanabilir.
Bulgular lipoik asidin karacigerde metabolizmasinin olduk¢a genis oldugunu
gostermektedir(1).

Radyoaktif lipoik asit 0,5mg/100gr viicut agirligr diizeyinde intraperitoneal
enjeksiyonla rata verilmistir. Radyoaktivitenin yaklastk % 56’ s1 idrarda
bulunmustur. Benzenle asidifiye ve ekstrakte edildiginde akoz fazda radyoaktivitenin
% 92> si kalmistir. Jel filtrasyon ve kagit kromotografisi kullamilarak benzen
ekstratinda lipoik, bisnorlipoik ve tetranorlipoik asit olarak 3 bilesik ayirt edilmistir.
Aym zamanda bir keto bilesik de var gibi goziikmektedir(26). Bu formlar lipoik
asidin B-oksidasyonu sonucu meydana gelir. Lipoik asidin B-oksidasyonu ayni
zamanda insanlarda da meydana gelir. Goniillillerde tek doz 1 gr R-lipoik asit
kullanilmasindan sonra 3-ketolipoik asit ve bisnorlipoik asit plazmada tespit
edilmistir(1). a-lipoik asidin insanlardaki primer metabolik yolu S-metilasyon [3-
oksidasyondur. Major sirkiilasyon metabolitleri S- metilasyon - oksidasyon tirtinleri
4,6-bismetiltiyoheksanoik asit ve 2,4-bismetiltiyobutanoik asit iken onun konjuge
formlar1 idrarda major atilim iirlini olarak tanimlanmaktadir. Endojen
metabolizmada bir primer sustrat olan o- lipoik asidin komplike kullanimi, safra
salinimi ve ayrica elektrokimyasal inaktif bozunma iiriinleri dikkate alinmalidir(6).

Plazma yar1 omriiniin kisa olmasi ve presistemik eliminasyonunun genis olmasi
nedeniyle bu etkiler meydana gelmektedir. Boylece lipoik asit tekrarlanan oral
dozlarinda maksimum plazma diizeyine hizla ulagmaktadir. LA’ in 600 mg oral
dozunu takiben plazma konsantrasyonu tipik olarak 10-24 uM arasinda olmaktadir.
LA’ in yararh etkileri 10 uM konsantrasyonda tespit edilmis ve maksimal etki 300

UM’ de gozlenmistir(1).
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1.1.8. Lipoik Asidin Gorevi

Lipoik asit acil tasiyict olup iki elektron tagimakla gorevlidir. o-ketoglutarat
dehidrogenaz ile piriivat dehidrogenaz olarak bilinen iki multienzim kompleksi
i¢inde bulunur(7).

Lipoik asit piriivatin oksidatif dekarboksilasyonunda koenzim olarak gorev
almaktadir. Piriivat 6nce karboksil grubunu kaybeder ve hidroksietil tiirevi halinde
enzime bagli tiyamin pirofosfata baglanir. Daha sonra elektronlar ve asetil grubu
dihidrolipoil transasetilaz enzimine bagl olan lipoik aside transfer edilmekte ve 6-
asetildihidrolipoik asit meydana gelmektedir. Daha sonra lipoik asit iizerinde
bulunan asetil grubunu koenzim A’ya transfer etmekte ve rediikte dihidrolipoik asit
meydana gelmektedir. Lipoik asidin okside sekle doniismesi dihidrolipoil
dehidrogenaz tarafindan sentezlenmektedir. Lipoik asit karboksil grubundan
dihidrolipoil dehidrogenaz enzimindeki lizin aminoasidinin e-amino grubuna bir
amid bagi ile baglanmaktadir. Bu baglanma ATP bagimli sentetaz tarafindan
basarilmakta, koparilma ise bir hidrolaz tarafindan gerceklestirilmektedir(8).

Lipoik asit acil gruplarini baglar ve onlar1 diger enzim kompleksinin bir parcasina
transfer eder. Bu islem boyunca lipoik asit dihidrolipoik aside indirgenir ki bu
sonradan NADH’ 1n olusumu altinda lipoamid dehidrogenaz ile reokside olur.
Boylece lipoik asit ve dihidrolipoik asit bir redoks ¢ifti gibi davranabilir, NAD’ ye
dehidrogenazin substratindan elektron tasir(1). Insan hiicrelerinde R-LA oksidatif
metabolizmada ana bir rol oynayan mitokondriyal proteinlerde lipoillisin formunda
bagl olarak bulunur.

R-LA dogal olarak 5 mitokondriyal proteinde kofaktor olarak bulunur:
1-Piriivat kompleksinin acil transferaz bilesimi
2-o- ketoglutarat

o- ketoglutarat
dehidrogenaz
[zositrat+NAD*+(NADP") _1 | o-ketoglutarat+CO+NADH(NADPH)+H"
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3-Bagh zincirli o--ketoglutarat dehidrogenaz kompleksleri

o-ketoglutarat
dehidrogenaz
o-ketoglutarat + NAD* + CoA — |, Siiksinil CoA + CO, + NADH+H"

4-Piriivat dehidrogenaz kompleksinde protein X
5-Glisin boliinme sisteminde H protein(27).

Lipoik asit sitrik asit dongiisiinde kullanilan asetil CoA’ nin sentezinden sorumlu
olan piriivat dehidrogenaz(PDH) enzim komplekslerinin aktivitesinde ¢ok
onemlidir(4).

Piriivat dehidrogenaz (PDH) kompleksi 3 enzimden olusur:

1. Piriivat dekarboksilaz(E1)
2. Dihidrolipoil transasetilaz(E2)
3. Dihidrolipoil dehidrogenaz(E3)

Piriivat dehidrogenaz enzim sistemi anaerobik ve aerobik solunum sistemi
arasinda hem araci hem de regiilasyon saglayici bir enzim olarak gorev yapmaktadir.
Piriivik asidin asetil-S-CoA’ ya doniismesi esnasinda sira ile asagidaki reaksiyon
basamaklar1 olusmaktadir.

Reaksiyonun ilk basamaginda piriivatin karboksil grubu CO; halinde molekiilden
ayrilir.Geriye kalan hidroksietil tiirevi ise tiyaminin thiazol halkasina baglanir ve alfa
hidroksietil tiyamin pirofosfat enzim kompleksi olusur. Bu enzim piriivat
dekarboksilazdir.

Piriivat dekarboksilaz
Piriivik asit + TiaminPP’nin thiazol halkasi »  O-hidroksietiltiaminPP
( aktif asetaldehit )

Ikinci basamakta El-tiyamin PP’ nin  aktif asetaldehit kompleksi,
dihidrolipoil transasetilaz enziminin prostetik grubu olan okside lipoik aside
tasinmaktadir. Bu reaksiyon ile lipoik asitteki disiilfit bagi acilir ve hidroksietil tiirevi
2 hidrojenini kaybederek asetil grubu (CH3-C=0) haline gelir. Bu asetil grubu ise
lipoik asidin bir koluna baglanir. Boylece asetillipoil transasetilaz kompleksi

olusmaktadir. Lipoik asidin diger kolundaki kiikiirt ise rediiklenerek serbest —SH
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grubu haline doniisiir. El-tiyamin PP grubu ise bu reaksiyon sonucunda tekrar
serbest hale doniisiir.

Dihidrolipoil

transasetilaz

o-hidroksietilaminPP + E2-Lipoik asit » Asetillipoil transasetilaz
+
El-tiamin PP

Uciincii basamakta asetillipoil transasetilaz kompleksi serbest CoA-SH ile
reaksiyona girerek lipoik asidin bir kolundaki asetil grubu CoA’ nin 3-
merkaptoetilamin kisminin serbest —SH grubuna transfer edilir ve asetil CoA olusur.

E2-lipoik asit kompleksi rediikte durumda serbest hale gecer.

Dihidrolipoil
transasetilaz
Asetillipoil transasetilaz + CoA-SH—L—» AsetilCoA+E2-rediikte lipoik asit

Dordiincti  basamakta E2-rediikte  lipoik asit kompleksi {ligiincii enzim
olan dihidrolipoil dehidrogenazin sikica bagli olan koenzim E3-FAD ile reaksiyona
girer. Burada okside FAD+ elektron akseptorii olarak rol oynar ve rediikte lipoik asit
kollarindaki hidrojen ve elektronlari kendi tizerine alir.Reaksiyon sonunda E2-okside

lipoik asit haline doniisiirken okside-FAD" de E3-FADH, haline doniismektedir.

Dihidrolipoil
dehidrogenaz
E2-Rediikte Lipoik Asit + E3-FAD"__| , E3-FADH, + E2-Okside lipoik
asit

Son basamak olan besinci basamakta ise E3-FADH3 kompleksi rediikte halden
tekrar okside hale doniisiirken okside durumda bulunan NAD" de rediikte NADH+H"

haline doniismektedir(8).

Dihidrolipoil dehidrogenaz
E3-FADH, + NAD" | »NADH + H" + E3-FAD" (7)

Pirtivat dehidrogenaz (PDH), pek c¢ok yiiksek Okaryotlarda fosforilasyon-

defosforilasyon dongiisiiniin tasidigi spesifik regiilator enzimlerle diizenlenmektedir.
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Lipoik asit invivo olarak ditiyol formuna indirgenir, bu bilesik ayni zamanda

biyolojik olarak aktiftir(28).

Piriivat + CoA + NAD "« Asetil CoA + NADH + H' (6)

Piriivat dehidrogenaz ve «-ketoglutarat dehidrogenaz gibi multienzim
dehidrogenaz kompleksinde dogal kofaktor olarak fonksiyon goriir(24). Piriivat
dehihrogenaz, oksidatif glukoz metabolizmasinda kritik bir adim olan
piriivatin asetil CoA’ ya oksidatif dekarboksilasyonunu katalize eden yer olan

mitokondride yerlesmistir(2).

1.1.9. Lipoik Asidin Etki Mekanizmasi

Arastiricilar son yillarda lipoik asidin serbest radikal hasarim1 uzaklastiran vitamin E
ve vitamin C’ yi geri doniistiirdiigiinii gostermislerdir. Antioksidan dongiisiiniin ana
bilesenlerinden biri vitamin E’ dir. Bu vitamin membranlar ve yag dokusundaki

yiiksek serbest radikal reaktivasyonunu durdurmak igin ¢alisir(9).

Vitamin E
ROO MADH , Ub#ﬁnun
MNADPH Eoenmm Q10
ROOH Aiksitat hikiriol
Dehidroaskorbat
Dikidrolipodk & sit o
Clutatsron Vitatnin C
o ) Askorbat
Alfa-Lipoik & sit
Cutatyon Distlfit
Vitamin E
Radikal

Sekil 6. Antioksidan rejenerasyon yolu. R-lipoik asit vitamin E, vitamin C ve onun rediikte
formlarinda geri doniisiim yaparken dihidrolipoik asit mitokondri i¢inde gii¢lii antioksidan olarak
aktivite gosterir(1).

Lipid peroksit ve lipid alkoksil gibi yagl serbest radikalleri yok etme islemi
sirasinda vitamin E’ nin kendisi de serbest radikal haline gelir. Vitamin E radikali

vitamin C ile rejenere olur. Bu ise bir radikalden tekrar bir antioksidan meydana
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gelmesiyle sonuglanir. Fakat bu islemin sonunda vitamin C’ nin stabil olmayan
formu olan yeni bir semikarbon radikali meydana gelir. Vitamin C tekrar glutatyon
ile gevrilebilir. Bu noktada vitamin E, vitamin C ve glutatyon hiicresel hasar1 onleme
ve serbest radikal kontrolii i¢in birlikte uyum icinde calisirlar. Bu ayn1 zamanda,
antioksidan rejenerasyon dongiisiinde smirlandirict bir faktor olarak kaydedilen

glutatyonun elde edilmesinde 6nemli bir basamaktir(9).

1.1.9.1. Mitokondri: Mitokondriye hiicrenin enerji jeneratorii adi verilir. Mitokondri
yogunlugu, hiicrenin enerji metabolizmasinda katkis1 biiyiik boliimlerinde daha
fazladir(29). Mitokondriler hiicrenin enerji merkezi olarak gorev yaparlar. Alinan
besinler oksijenli solunum ile CO, ve HO’ ya yikilir. Bu sirada olusan NADH+H",
NADPH+H" ve FADH, gibi rediikte molekiillerin elektronlari elektron transport
sisteminde tasinmakta ve bol miktarda enerji iiretilmektedir. Bu enerjinin biiyiik
kismui oksidatif fosforilasyon sistemi tarafindan ATP halinde tutulmaktadir. ATP’ de
depolanan bu enerji daha sonra hareket, aktif transport ve muhtelif enerji gerektiren
metabolik olaylarda kullanilmaktadir(8). Hiicre i¢inde reaktif oksijen molekiillerinin
aciga cikisinin en fazla oldugu organel mitokondrilerdir ve baglica serbest radikal
kaynagi mitokondri membranindaki elektron transport zinciridir. Bu zincir ya
NADH, rotenon, antimisin A gibi maddelerle inhibe edilir ya da olusan radikal
iriinler indirgenmis koenzim Q tarafindan toplanirlar. Faaliyetleri durdurulamayan
metabolitler de oOncelikle peroksidasyonlar olmak {iizere radikal reaksiyonlarinin
olusumuna yol acarlar(30).

g Membratn
Ig Membran

Sekil 7. Mitokondri (16).
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1.1.9.2. Serbest Radikaller: Serbest radikaller yaslanma, hastaliklar ve normal
metabolizma sonucunda iiretilen yiiksek reaktif molekiiler {iiriinlerdir. Serbest
radikaller kirli hava, sigara i¢me, islenmis yiyecekler, fakir diyet ve stresle meydana
gelen, viicuda hasar verici maddelerdir. Ayn1 zamanda metabolizmanin normal
iriinleridir.

1. O, + € 5 Oy (Siiperoksit )

Molekiiler oksijen yiiklii bir elektronla birlestiginde siiperoksit adin1 alir.

2. 0y + Y ——» H,0, ( Hidrojen Peroksit )

Siiperoksit, Cu*” gibi gecis metalleri ve radikal tiirleriyle kolay reaksiyona girer ve
H,0, ile “Haber-Weis” tepkimesini vererek oldukca toksik hidroksil radikalini
olusturur.

3. 02- + HzOz s 02 + HOz_ + HO

Demir iyonlar1 katalizorliiglinde “Fenton tepkimesi” gerceklesir ve reaksiyon
ortalama 4000 kez hizlanir.
4.Fe” + H,0, ——> Fe"” + OH +OH-

Aerobik organizmalar kolay okside olabilen bilesiklerin siiperoksitle reaksiyona
girmesini Onlemek icin siiperoksit dismutaz(SOD)enzimini , hidrojen peroksiti yok
etmek amaciyla da katalaz ve glutatyon peroksidaz(GSH-Px) enzimlerini
kullanirlar(30).

Hidroksil radikalleri baska siiperoksit anyonlardan veya hidrojen peroksitten
meydana gelebilir. Hiicresel metabolizmada belirgin rolleri oldugundan serbest
radikal tiretiminin ana kaynagi mitokondrilerdir. Serbest radikallerin asir1 iiretimi
veya yetersiz notralizasyonu proteinler, lipidler ve DNA’ da hasara yol agar. Serbest
radikal tiretiminin kaynagina yakinligindan dolay1r mitokondri igerigi serbest radikal
hasarinin birincil hedefi haline gelir. Ornegin her yil yaklasik 1 kg oksijen radikali
ireten bir bireyin her giin mitokondriyal DNA’ sinda yaklagik yiizbin oksidatif hasar
ile karsilastigi tahmin edilmektedir. Mitokondriyal DNA’daki bu kiimiilatif ve
kacinilmaz ataklar mutasyonlarin sikligimi arttirir, bozuk fonksiyonlu proteinlerin
tiretimiyle sonuglanir. Fizyolojik enerji ihtiyacini karsilamak mitokondrinin temel
gorevi oldugu icin bu fonksiyonda aksamalar oldugunda patolojik olaylar meydana

gelir(31).
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Tablo 2 : Sik karsilagilan radikaller, simgeler ve kimlikleri(30).

Radikal Simge Tanimlama
Hidrojen H* Bilinen en basit radikal
Siiperoksit 0, Oksijen metabolizmasinin ilk ara iiriinii
Hidroksil OH"* En toksik ( reaktif ) oksijen metaboliti radikal
Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi cok diigiik, molekiiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen 0, Yarilanma 6mrii hizl,gii¢lii oksidatif oksijen formu
Perhidroksi radikal | HO," Lipidlerde hizli ¢oziinerek lipid peroksidasyonunu artirir
Peroksil radikal ROO Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere lokalize olur
Triklorometil CCl, CCl, metabolizmasi {iriinii karacigerde iiretilen bir radikal
Thyl radikali RS* Siilfiirlii ve ¢iftlenmemis elektron iceren tiirlerin genel adi
Alkoksil RO Organik peroksitlerin yikimi ile iiretilen oksijen metaboliti
Nitrojen oksit NO L-arjinin amino asitinden in vivo iiretilir
Nitrojen dioksit NO, NO’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir

Biyolojik ortamlarin basamaklar1 en iyi bilinen ve en cok calisilan radikal
reaksiyon zinciri lipid peroksidasyonudur. Radikaller, organik ortamlardaki
biyomolekiillerin tiimiinii etkileseler de, hedefler basta membran lipidleri olmak
tizere diger lipidler, proteinler ve DNA’dir. Bu cekici hedefler radikal {iretiminin
artmasi ve reaksiyonlarinin yogunlagsmasi halinde, peroksidasyon, defragmantasyon
ve modifikasyonlara ugrama riski altindadir. Bu nedenle 0Ozellikle lipidlerin
oksidasyonu, her sektoriin en biiyiik sorunudur. Zira bu; yem ve gida sektoriinde
bayatlama, kokusma ve kalite kayb1 anlamina gelirken, spermada infertilite, kan
hiicrelerinde yetersiz fonksiyon ve ¢abuk parcalanma, tiim organik iiriinlerde daha az
ekonomik Omiir, canlilarda erken yaslanma ve diren¢ azalmasi gibi spektrumlari

olumsuz etkileyebilme yetenegi demektir(30).

1.1.9.3. Antioksidanlar: Hiicre ve dokular, radikal iiriinleri ve reaksiyonlari inhibe
eden bir sisteme sahiptir. Radikallerle olduk¢ca hizli reaksiyonlara girerek
otooksidasyon/peroksidasyon 1ilerlemesini Onleyen maddeler antioksidan olarak
tanmimlanir(32).

Bir sekilde olusturulan herhangi bir ilk radikal {riiniin reaktif karakterine
bagh olarak biyomolekiiller ve hiicresel yapilara saldirmasinin  Onlenmesi
antioksidan savunma sisteminin bir parcasidir(33). Zincir kirma reaksiyonlarinin her
basamaginda az da olsa hidroperoksit olusmasi, ortamdaki iiriinler ve haraplanmanin
sifirlanamamas1 nedeniyle oksidasyon reaksiyonlar1 ve radikaller tamamen yok

edilemez(30) .
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Antioksidan savunma:
1-Radikal metabolit iiretiminin onlenmesi,
2-Uretilmis radikallerin temizlenmesi,
3-Olusan hiicre haraplanmasinin onarilmasi,
4-Sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmast,
5-Endojen antioksidan kapasitenin arttirilmasi olarak ayrimlanan bes degisik blokta
yiiriir(34).

Bazi otorler antioksidan savunmayi, komponentlerin enzimsel olup olmamasina
bakarak, katalaz, SOD(stiperoksitdismutaz) ve GSH-Px(glutatyon periksidaz) "1n rol
aldig1 antioksidan aktiviteleri “enzimatik antioksidan savunma”, tokoferol, askorbat,
glutatyon, iirik asit, glikoz gibi maddelerle gerceklestirilen deoksidasyon islemlerini
“nonenzimatik savunma” olarak tamimlar. Ote yandan, antioksidanlara daha spesifik
rollerin yiiklendigi calismalarda, antioksidan savunmanin; selliiler, membransel ve
ekstraselliiler olarak siniflandig1 goriilmektedir(30). Oksidanlarin arttigi  veya
antioksidanlarin yetersiz kaldigi durumlarda organizmanin maruz kaldigi oksidatif
stres sonucunda bozulan hiicresel metabolizma, molekiiler yikilma ve doku hasarini

getirir(13).

Tablo 3: Antioksidanlar ve reaksiyonlar1(30).

Antioksidan Reaksiyonu
SOD Siiperoksidin giderilmesi reaksiyonlarinda katalizor
Katalaz H,0, nin yiiksek konsantrasyonlarmin giderilmesini katalizler
GSH-P, H202’ nin diisiik konsantrasyonlarinin giderilmesinde kullanilir
Vitamin E Membran lipidlerinde ¢oziinerek peroksidasyon zincirini kirar
B karoten Radikal tiirleri toplar, ayrica singlet oksijen olusumunu inhibe eder
Askorbik asit Hidroksil radikal giderici ve tokoferoliiindirgeyici vitamin
Transferin Serbest demir iyonlarin1 baglayarak fenton reaksiyonunu inhibe eder
Laktoferrin Diisiik pH’I1 ortamlardaki demir iyonlarini baglar
Haptoglobinler Hemoglobin baglayarak ‘hem’in salinmasini 6nler
Hemopeksin Ortamdaki hem proteinlerini baglayarak oksidasyonu inhibe eder
Albumin HOCL radikalini toplar, hem proteini ve bakir metal iyonlarini baglar
Seriiloplazmin Siiperoksit radikalini notralize eder, bakir iyonlarini baglar
Bilirubin Onemli bir peroksil radikali toplayicisidir
Mukus Hidroksil radikali toplayici olarak iglev yapar

1.1.9.4. Glutatyon: Glutatyon, tiyol grubunun 6nemli bir iiyesidir ve primer hiicre ici
antioksidanidir. Ayrica 6nemli bir serbest radikal deaktivatoriidiir. Agir metalleri

ayirmada, katarakt olusumuna karst korumada, kanserin baslamasini yavaslatmada,
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karaciger hasarin1 onlemede ve bagisiklik fonksiyonunu arttirmada glutatyon hayati
bir rol oynar. Viicutta hastalik, enfeksiyon, travma, ila¢ tedavisi ve ameliyat gibi
nedenlerden dolayr oksidatif stresin yiiksek diizeylerde seyrettigi zamanlarda
glutatyon hizla tiikkendiginden dolay: eksikligi ortaya ¢ikar. Bu eksiklik ayn1 zamanda
diisiik protein alimi, diyabetes mellitus, karaciger hastaliklari, katarakt, HIV(insan
immiin yetmezlik viriisii) enfeksiyonu, respiratuar distres sendromu, kanser ve
idiyopatik pulmoner fibrozis ile birliktedir.Glutatyon agizdan alindiginda kan
dolasimina ulasamadan midede yikilir, lipoik asit ise agizdan alindiginda kolayca
emilip ilk olarak hiicre icine girer ve hizla en potent forma doniiserek glutatyon

diizeylerini arttirir(35).
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Sekil 8. Lipoik asit hiicresel glutatyon (GSH) diizeylerini yiikseltir(1).

R-DHLA

Glisin GEH

1.1.10. Lipoik Asidin Antioksidan Aktivitesi

Mitokondriyal dehidrogenaz reaksiyonlarinda 6nemli bir rol oynayan lipoik asit son
zamanlarda Onemli bir antioksidan olarak dikkat ¢ekmektedir. Lipoat veya onun
rediikte formu dihidrolipoat; siiperoksit radikalleri, hidroksil radikalleri, peroksil
radikalleri ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen bilesikleri ile reaktive olur. Lipoik
asit aym1 zamanda vitamin E’ yi rejenere eden vitamin C ve glutatyon ile birbirlerini
etkileyerek membranlar1 korur. Diyabet, iskemi-reperfiizyon hasari, katarakt
olusumu, HIV aktivasyonu, sinir dejenerasyonu ve radyasyon hasar1 gibi oksidatif
stres modellerinin bir kisminda lipoik asit verilmesinin yararli olabilecegi
gosterilmistir. Ayrica lipoat miyoglobin, prolaktin, tiyoredoksin ve NF kappa B

transkripsiyon faktor gibi proteinlerin indirgeyici diizenleyicisi olarak fonksiyon
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gorebilir(36). Lipoik asit antioksidan molekiiller arasinda tektir, ¢iinkii hem rediikte
hem de okside formlarinda koruyucu etkilere sahiptir. Bununla beraber DHLA

antioksidan fonksiyonlar1 yerine getirmekte daha etkindir.

] |___ Dihidrolipoil asit__|
Uhisemikinon
hikinel
semidehidroaskorhat
Askorhat

GRGG

GsH

| R-Lipoik Asit

Sekil 9. R-Lipoik asit ve dihidrolipoik asidin antioksidan etkisi(1).

Antioksidan aktivitesi rolatif olarak genel bir kavramdir, oksidatif substratin ve
oksidatif stresin tipine baghdir. Packer ve arkadaslarina gore bir maddenin
antioksidan potansiyelini degerlendirirken su kriterler goz oniinde tutulmalidir:

1- Serbest radikalleri uzaklastirmaktaki spesifikligi,
2- Diger antioksidanlarla etkilegimi,

3- Metal kelasyon aktivitesi,

4- Gen ekspresyonundaki etkileri,

5- Biyoyararlanimu,

6- Lokalizasyonu,

7- Oksidatif hasar1 tamir edebilmesi.

Ideal bir antioksidan bu kriterlerin hepsini yerine getirmelidir. LA/DHLA redoks
cifti ideale yaklagsmaktadir, evrensel antioksidan sayilabilir(37). Lipoik asit ve onun
rediikte formu DHLA dokularda serbest halde bulunur. DHLA gii¢lii bir rediiktandir
ve boOylece okside antioksidanlari rejenere edebilir. Antioksidanlar, radikalleri
uzaklastirdiklar1 zaman kendileri radikal hale gelirler. DHLA direkt ve indirekt

olarak askorbat, glutatyon, koenzim Q10 ve vitamin E’ yi rejenere edebilir(1).
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Sekil 10. Lipid hidroperoksit serbest radikallerinin uzaklagtirilmasinda vitamin E, vitamin C ve
dihidrolipoik asidin etkilesimi(1).

DHLA biitiin antioksidanlar1 rediikte edebilir ve lipoamid rediiktaz, glutatyon
rediiktaz ve tiyoredoksin rediiktaz enzimlerini rejenere edebilir. Boylece lipoik asit
ve DHLA antioksidan agda merkezi bir gorev alir. Lipoik asit suda ¢oziinen ve
membranda ¢oOziinen Ozelliklerin ikisine de sahip oldugundan lipid/su fazlari
arasindaki okside antioksidanlarin indirgenmesini olanakli kilar. Ustelik lipoik asitle

tedavi invivo ve invitro glutatyon (GSH) diizeylerini yiikseltir(38,39,40,41,42).
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Sekil 11. Sistein biyoyararlaniminda artma ile hiicresel glutatyon biyosentezinin lipoata baglh
diizenlenmesinde ve o-lipoik asidin dihidrolipoik aside biyorediiksiyonu i¢in hiicresel yollar(15).

Sistein  kullamilirligr  glutatyon sentezinde hiz kisitlayici  faktér olarak
bilinmektedir. Lipoik asit hiicreye hizla alinir ve ortamda serbest olarak bulunan
DHLA’e rediikte olur. Daha sonra DHLA sistini sisteine indirger. Hiicre sisteini

sistinden on kat hizli alir, GSH’ nun biyosentezi hizla meydana gelir(43). Bu yolda
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dihidrolipoik asidin indirekt antioksidan aktivitesi gozlenmistir. Bu durum rat
karaciger mikrozomlar1 kullanilarak agiklanmistir(44).

LA’ in rediiksiyonu ile olusan DHLA, LA’ den daha ¢ok antioksidan ozellige

sahiptir. Yalmiz DHLA endojen antioksidanlari rejenere eder ve oksidatif hasari tamir
ederken hem DHLA hem de LA metal kelasyonu ve ROS(serbest oksijen {iriinleri)’
ni uzaklastirabilme kapasitesine sahiptir. LA Fe** ve Cu** kelasyonu ile antioksidan
aktivite gosterirken, DHLA Ccd* kelasyonu da yapabilir(24).
DHLA aym zamanda tokoferolun bulundugu mikrozomal lipid peroksidasyonuna
kars1 koruyucudur. Bu sistemde DHLA direk olarak tokoperoksil radikallerini
indirgeyebilir. UV(ultraviyole) 1simmina maruz kalan lipozomlarda tokoperoksil
radikalinin DHLA’ in varliginda indirgendigi bulunmustur(45).

Dihidrolipoik asidin antioksidan aktivitesinin yaninda ayni zamanda prooksidan
ozelligi de vardir. Vitamin E ve vitamin C’ye benzer sekilde lipoik asidin prooksidan
aktivitesi muhtemelen transizyon metallerin rediiksiyonu ile aracilik etmektedir.
Diger antioksidanlarla kombinasyonunda dihidrolipoik asidin ubisemiquinonu
ubiquinale, semidehidroaskorbati askorbata ve GSSG(okside glutatyon)’u
GSH(rediikte glutatyon)’a rejenere ettigi gosterilmistir(17).

Dihidrolipoik asit protein tamir siirecinde rol oynar. Bu o,-antiproteazin
tamiri ile gosterilmektedir. o;-antiproteaz gibi proteaz inhibitorlerinin inaktivasyonu
protein bagli enzimler iizerindeki proteaz-antiproteaz dengelerini degistirir. Bu
notrofil ve makrofajlarin fonksiyonlarinda 6nemlidir. Bu hiicreler enflamasyon
boyunca oksidanlar salgilarlar. Bu nedenle proteinlerdeki metiyonin kalintilart
metiyonin siilfoksite okside olabilirler. o;-antiproteazdaki metiyonin oksidasyonu
onun fonksiyonunu inhibe eder. Sonraki artmis proteaz aktivasyonu fagositoza
yardim eder. Oksidasyon ile o;-antiproteazin inaktivasyonu elastinin bozulmasi ve
akciger amfizemine neden olan elastaz aktivitesinde artmaya neden olur. Metiyonin
stilfoksit rediiktaz enziminin protein yapisindaki okside metiyonini azalttig
bildirilmistir. Tiyoredoksin sistem karsilikli indirgenme ile enzimi korur.
Dihidrolipoik asidin analogu dihidrolipoamid tiyoredoksini indirgeyebilir. Boylece

okside o-antiproteazi indirger ve aktive eder(1).
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Sekil 12. Dihidrolipoik Asit-Lipoik Asit redoks ¢iftinin etkileri(1).

1.1.11. Lipoik Asidin Etkileri

1.1.11.1. Serbest Radikalleri Uzaklastirmak: Lipoik asit bilinen cok yonlii
antioksidanlardan biridir. Yag ve suda fonksiyon gosterebilen lipoik asit serbest
oksijen, siiperoksit, peroksit ve hidroksil radikalleri, hipoklorit ve peroksinitrit gibi
genis bir yelpazedeki serbest radikallerin nétralizasyonunu basarabilir. Bu tip
radikallerin ateroskleroz, kanser, diyabet ve katarakt gibi hastaliklarin olusumunda
onemli bir rol oynadigina inanilir(24).

1.1.11.2. Metal Kelasyon: Viicudumuz i¢in en tehlikeli seylerden biri toksik
metallerdir. Toksik metaller yillar boyunca dokularimiza yerlesir ve siirekli
viicudumuza zarar verir. Bir sa¢ analizi kadmiyum, bakir ve aliiminyum gibi toksik
metallerin yiiksek diizeylerine sahip oldugumuzu gosterir. Lipoik asit toksik
metalleri yakalar, baglar, onlar1 notralize eder ve viicuttan kolayca atilabilecekleri bir
yere tasir(46).

Hayvan c¢alismalar lipoik asidin bu metallerle zehirlenmeleri etkili bir sekilde
onleyebildigini gostermektedir. Ornegin Hindistan’da Madras Universitesi’nden
R.Sumathi ve ekibi bir rat ¢calismasinda kadmiyuma maruz birakilan kontrol grubuyla
karsilastirildiginda lipoik asit verilmesiyle karaciger hasarinin anlamli derecede
azaldigim gostermislerdir(47).
1.1.11.3. Antioksidan Rejenerasyon: Serbest radikal ile noétralize edilen bir

antioksidan 0Ozelligini yitirir. Bununla beraber canli sistemlerde antioksidanlar
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siklikla diger antioksidanlarin yardimiyla rejenere olabilirler. Ornegin glutatyon
vitamin C’yi rejenere edebilir. Vitamin C vitamin E’yi rejenere hale dondiirebilir.
Cok yonlu yapist sayesinde lipoik asit glutatyonu, vitamin C, E ve mitokondriyal
antioksidan koenzim Q’ yu rejenere edebilir(36).

1.1.11.4. Molekiiler Hasar Onarmm: Serbest radikal aktivite DNA, lipid ve
proteinler gibi fizyolojik maddelerde hasar meydana getirir. Canli organizmalar bu
hasarlarin bazilarini tamir edecek bir ka¢g mekanizma gelistirmistir. Lipoik asit okside
olmus molekiiler hasarin tamirinde rol oynar(48).

1.1.11.5. Lipoik Asit ile Glikasyondan Yaslanmanin Azalmasi: Glikasyon protein
molekiilleri ve glukoz arasinda kimyasal baglarin olusumudur .Bu islem yaslanmanin
ve Ozellikle diyabet ile birlikte olan bir ¢ok hastaligin etkilerine katkida bulunur ve
proteinlerin fizyolojik fonksiyonlarin1 bozar. Bu glukozla hasarlanan proteinler
glikasyon son diriinlerini (AGES) artmis gibi yorumlar, AGES hipergliseminin
uzamasiyla artar ve bobrek hasarinda ve diyabette goriilen aterosklerozun
ilerlemesinden sorumlu olabilir. Arastiricilar albiimine nonkovalent baglarla
baglanan lipoik asidin glikasyona kars1 proteinleri korudugunu bulmuslardir. Boylece
lipoik asit hem antioksidan Ozellikler hem de antiglikasyon ozellikleri ile bir
antiaging gibi davranir(49).

1.1.11.6. Lipoik Asit Dogal Enerji Verici: Lipoik asit hiicrenin enerji yapim yeri
olan mitokondri ic¢in yakit hazirlamaya yardim eder. Viicut lipoik asit olmaksizin
enerji icin sekeri kullanamaz ve lipoik asit viicudun ilk dogal enerji yoludur. Lipoik
asit aynm1 zamanda yorgunlugun ana nedeni olan serbest radikallerin notralizasyonu
ile viicuda enerji verir. Pek c¢ok insan lipoik asit almaya bagladiklart zaman
enerjilerinde bir artis hissederler(50).

1.1.12 Lipoik Asidin Klinikte Kullanimi

Lipoik asidin antioksidan etkilerinin genis olmasi onu tedavi edici uygulamalar i¢in
giiclii bir aday yapar. Hayvan ve insan ¢alismalar1 klinik kullamimlar1 6nermektedir
(S1).

1.1.12.1. Ateroskleroza Kars1 Koruyucu Etkisi: Ateroskleroz; hayvanlarda
arterlerde plaklarin olusumu ile karakterizedir. Serbest radikaller arteriyel kolesterol
plaklarinda LDL(diisiik dansiteli lipoproteinler) birikiminin oksidasyonu ile

ateroskleroz meydana getirir. Lipoik asit vitamin E’ nin rejenarasyon dongiisiinii
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destekler ve boylece vitamin E daha yiliksek konsantrasyonlarda LDL’ de etki
gosterir(36). Caroline Universitesi’nin yaptigi bir calismada bildircinlarin  iki
grubunda aterojenik diyet ile beslenerek aterosklerotik lezyonlar olusturulmustur. Bu
gruplardan birisine lipoik asit verilmis ve kontrol grubuna gore aterojenik lezyonlar
% 75 gerileme gostermistir. Arastiricilar lipoik asidin vitamin E’ nin rejenarasyonu
ve LDL kolesterolun oksidasyonunun oénlenmesi ile ateroskleroza karsi koruyucu
oldugu sonucuna varmiglardir(51).

1.1.12.2. Katarakta Kars1 Koruyucu Etkisi: Goziin i¢i akoz bir ortamdir, vitamin
E, betakaroten gibi yagda ¢oziinen antioksidanlar fazla koruyucu degillerdir(36).
Hayvan calismalari lipoik asidin katarakt olusumuna kars1 da gii¢lii bir koruyucu
oldugunu gostermigstir. Katarakt goziin lensinde antioksidan aktivitenin azalmasiyla
beraberdir ve lipoik asidin en onemli lens oksidani olan glutatyonu rejenere ettigi
bilinmektedir(52). Bilim adamlart hem yagda hem de suda c¢oziinen 6zellikleri olan
lipoik asit vererek katarakta etkilerini arastirmislardir. Arastiricilar katarakt ve
komplikasyonlarinin 6nlenmesinde lipoik asidin potansiyel tedavi edici oldugunu
bulmuslardir. Lenste ana koruyucu enzimler olan vitamin E, askorbat ve glutatyon
diizeylerinde biiyiik artislar kaydedilmistir(36). Californiya Universitesi’nin bir rat
calismasinin sonuglar1 lipoik asidin 5 mg/kg dozda % 60 katarakt olusumundan
korudugunu  gostermistir(52). Lipoik asidin  glutatyonun bazi  koruyucu
fonksiyonlarin1  diizelttigi sonucunu c¢ikarmislardir(24). Insanlarda yararlarinin
onaylanmasi i¢in bagka ¢aligmalara da ihtiyac¢ vardir(52).

1.1.12.3. Radyasyona Kars1 Koruyucu Etkisi: Lipoik asidin radyasyona maruz
kalma ile meydana gelen serbest radikal hasar1 azalttigim1 gosteren Cernobil
radyasyon kurbanlarini iceren Rus calismasi ¢ok ilgingtir. 16 ¢ocuklu bir gruba 28
giin boyunca giinde 400 mg lipoik asit verilmis, 12 cocuklu kontrol grubuyla
karsilastirildiginda radyoaktif izotoplarin idrarla atilmasi ve beyaz kan hiicrelerinde
serbest radikal aktivitesinde azalmalar goriilmiistiir(53).

1.1.12.4. AIDS Tedavisindeki Etkisi: Bilim adamlar1 lipoik asidin HIV-1’ in ve
DNA’ ya direk baglanan diger virlislerin replikasyonunu engelleyebildigini
bulmuslardir(36). Lipoik asidin HIV ile enfekte 11 hastali bir grupta antioksidan
durumunu diizelttigi gosterilmistir, temelde lipoik asidin antioksidanlari rejenere

etme Ozelligi yatmaktadir(54). Dr.Lester Packer ve Chandan K. Sen (1995) lipoik
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asidin, immiin sistem goriinimiini ©zellikle T lenfositleri diizelttigini tespit
etmislerdir. Dr. Packer test tiip deneylerinde lipoik asidin AIDS(kazanilmis immiin
yetmezlik sendromu) virlisiiniin replikasyonunu saglayan genin aktivasyonunu
tamamen engelledigini bulmustur(36).

Almanya’da yiiriitilen bir calismada arastiricilar vitamin C ve glutatyon
diizeylerinde 6nemli azalmalar olan hastalara 14 giin giinde 450 mg lipoik asit
vermislerdir. Bu gozlemler kan peroksidasyon iirlinlerinde artma ve beyaz kan hiicre
sayilarinda diizelme ile ayn1 zamana rastlamaktadir(54). Son bir ¢calismada AIDS’ li
12 kisiye lipoik asit verilmis, glutatyon diizeyleri % 100, vitamin C diizeyleri % 90,
T, hiicreleri % 66 artmistir ve oksidatif stres katilanlarin % 70’ inde azalmstir (36).
1.1.12.5. Hafiza ve Beyin Fonksiyonlarmna Etkisi: Alman arastiricilar lipoik asidin
yash farelerde uzun donemli hafizada pozitif etkileri oldugunu bulmugslardir. Heniiz
daha geng farelerde benzer yararlar1 gosterilmemistir. Arastiricilar lipoik asidin genel
hafizay1 diizeltmekten ziyade uzun donem hafiza bozukluklarini telafi ettigini
gostermislerdir. Diger arastiricilar lipoik asidin beyin dokularini oksidatif hasardan
koruduguna dair benzer kamtlar bulmuslardir. Rochester Universitesi medikal
merkezindeki arastiricilar Parkinson ve Huntington hastaligi gibi kronik ve akut
norolojik bozukluklarin tedavisinde olas1 bir role sahip oldugunu bildirmislerdir
(36).

Parkinson Hastalig1 ; amacl hareketlerin yavaslamasi ve yetersiz kalmasi,kaslarda
rijidite ve tremor gibi 6zelliklerle kendini gosteren kronik,ilerleyici bir merkezi sinir
sistemi hastalifidir. Parkinson Hastaliginin olusum ve ilerleme siirecinde;
mitokondriler, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zarinda yer alan serbest radikaller
ile meydana gelen oksidatif stres Oonemli bir rol oynamaktadir. Dopaminerjik
noronlarda; monoamino oksidaz aracilifi ile dopaminin oksidatif deaminasyonu ve
otooksidasyonu sonucunda hidrojen peroksit ve diger oksijen radikalleri olusur.
Giiclii antioksidanlar ve bunlardan biri olan a- lipoik asit dopa toksisitesinin etkili
blokerlerindendir.

Huntington Hastalig1; otozomal dominant olarak gecen, semptomlarin en ¢ok 30-
50 yaslarinda ortaya c¢iktigi, kisilik degisiklikleri,psikoz,siddetli bunamaya yol acan
entellektiiel bozukluk ve istemdist anormal hareketlerle kendini gosteren bir

hastaliktir(54). Hungtington Hastaliginin patogenezinde oksidatif hasar1 suglayan



27

giiclii kanitlar bulunmaktadir. Lipoik asit, Huntington hastalikli transgenik fare
modellerinde yasam siiresini diizeltir. Bu bulgular Huntington hastalarinda lipoik
asidin yararli etkilere sahip olabilecegini 6ne siirmektedir(56).

1.1.12.6. inme ve Kalp Krizinde Etkileri: Serbest radikallerin fazla miktarlari
iskemi veya travma ile yaralanan dokular yaratir. Kan pihtisi, diisiik oksijen
seviyeleri ile iskemi meydana gelir(49). Lipoik asidin; inme ve kalp krizlerinde
yetersiz oksijen saglanmasina bagl hasardan dokulart korudugu gosterilmistir. Kan
akimindan yoksun kalan dokularin meydana getirdigi serbest radikallerin asiri
liretimi orjinal travmadan daha c¢ok hasar vericidir. Bilim adamlar lipoik asit ile
tedavi edilen hayvanlarda 6liim hizinin lipoik asit ile tedavi edilmeyenlerin yalnizca
1/3 kadar oldugunu bulmuslardir. Benzer ¢aligmalar kalp krizinden sonra 6lim ve
doku hasarinin dnlenmesinde lipoik asidin rolii oldugunu bulmuslardir(36).

1.1.12.7. Diyabet ve Diyabetik Noropatinin Tedavisindeki Etkileri: Diyabetes
mellitus(DM), kronik bir hiperglisemi durumudur. Bu kronik hiperglisemi
durumunun temelinde cevresel ve genetik etkenler bulunmaktadir. Hiperglisemi,
pankreasin beta hiicrelerinin salgiladig: insiilinin yokluguna veya insiilin etkisine zit
etkenlerin fazlahgna baglh olarak ortaya cikar. Insiilin etkisiyle kars1 etkenlerin
arasindaki  dengesizligin sonucu olarak karbonhidrat, lipid ve protein
metobolizmasinda bozukluklar belirir.

Diyabetes mellitusun ii¢ tipi vardir:
1-Tip I DM: Insiiline bagimli diyabet, total insiilin yetmezligi vardir, ketoza
egilimlidir, daha ¢ok genclerde goriiliir.
2-Tip II DM: Insiiline bagilmli olmayan diyabet, eriskin tip diyabet de denir.
Bagladig1 sirada sahista obezite olasiligl fazladir.
3-MODY: Genglerde eriskin tip DM goriilmesidir, kalitimla ilgisi fazladir(57).

Belki de lipoik asidin en genis klinik uygulamalar1 diyabetin ve onun
komplikasyonlarinin tedavisinde kaydedilmistir(58). Lipoik asit son zamanlarda
diyabetin tedavisi ve katarakt, makular dejenerasyon ve agrili periferal sinir
dejenerasyonu olan noropatiyi iceren diyabet komplikasyonlarini ©6nlemede

Avrupa’da kullanilmaktadir(36).
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Sekil 13. Diyabet ve prediyabetik durumlarda oksidatif stresin etkisinin potansiyel alanlari(1).

Diyabetikler siklikla uyusukluk, cinlama bazen ekstremitelerinde yanict bir agriy1
iceren bir dejeneratif sinir durumu olan periferal ndropati yiiziinden aci c¢ekerler.
Calismalar lipoik asidin bu sinir disfonksiyon semptomlarinin azalmasina yardim
edebildigini gostermektedir(58). Arastiricilar ger¢ekten lipoik asidin noropatiyi geri
dondiirebildigini, glukoz kullantminda yardimci oldugunu bulmuslardir(36). Agrinin
ferahlamasinin ardindaki kesin mekanizma ag¢ik degildir. Bununla beraber lipoik
asidin sinir hiicrelerindeki serbest radikal hasarini 6nledigine inanilmaktadir(58).

Almanya’da yiiriitiillen c¢ift kor, plasebo kontrollii, randomize, ¢ok merkezli bir
calismada 63 periferal noropatili Tip II diyabet hastasinin % 85’ inde intravendz
giinliikk 600 mg lipoik asit infiize edildikten 3 hafta sonra semptomlarinda belirgin
azalma olmustur. Plasebo grubuna gore lipoik asit grubunda cok az yan etki
goriilmistiir. Lipoik asidin gastrointestinal sistemde iyi absorbe edildigi géz 6niinde
tutulursa oral dozdan da benzer sonuglar beklenebilir(58).

Almanya’daki arastiricilar Tip II DM’ 1i, glukozun uyardigr insiilinin azaldigi
hastalarda lipoik asit verilmesinin % 50 artma ile sonug¢landigini rapor etmislerdir.
Bir Mayo kurulusunun caligmasinda lipoik asit verilen hastalarin bir ay sonra normal
kan akimi gosterdigi, ayn1 zaman da sinir iletimini gelistirdigi bulunmustur(36).

Noropatinin rahatlamasinin ardinda, hiicre diizeylerinde etkin glukoz geri
allmmin1 saglayan insiilin reseptorlerinin yetersizligi olan insiilin direncinin
azalmasinda yarar1 olan lipoik asidin diyabetiklere verilmesi yatmaktadir. Insiilin
direnci Tip II diyabetli pek cok kisinin altta yatan probleminin nedenidir. Telafi

etmek icin pankreas daha c¢ok insiilin salgilar ve hiperglisemi ile sonuglanir.
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Viicudun bu tamamlayic1 yolu kalp hastaliklarinin gelismesini ve hipertansiyon
riskini arttirir. Calismalar lipoik asidin hiperglisemiyi diisiirebildigini ve oral

hipoglisemik ajanlara alternatif olabilecegini gdstermektedir(59,60).
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Sekil 14. Diyabetin ge¢ komplikasyonlarinin gelisim mekanizmasi(1).

Invitro ve invivo pekcok calismada a- lipoik asidin antihiperglisemik etkileri
arastirllmistir. - lipoik asit kas hiicreleri i¢ine glukoz girisini arttirir, glikolizis hizin
azaltir ve genel glukoz kullanimini arttirir. Ayrica karacigerden kana glukoz
serbestlenmesini saglayan glukoneogenezi baskilar. Tip II diyabetli insanlarda a-
lipoik asit tiikketiminin fruktozamin diizeylerini azalttigi ve insiilin seviyesini
arttirdigi kanitlanmistir(5).

Dort giin boyunca giinde 10 mg/kg ip. verilen lipoik asit, normal ve diyabetik disi
Sprague-Dawley ratlarda karaciger, bobrek ve kalpte oksidatif stres parametrelerinde
diyabetin meydana getirdigi degisiklikleri onlemistir. o-lipoik asit tedavisinin yan
etkileri bildirilmemistir, ratlarda LD 50 yaklasik 400-500 mg/kg’ dir(61).

Almanya’da plasebo kontrollii ii¢lii ¢calismada Tip II diyabetli 74 hastaya 600,
1200 veya 1800 mg lipoik asit veya plasebo verilmistir. Dort hafta sonra tedavi olan
biitiin gruplarda plaseboya gore glukozda diizelme goriilmiistiir. Lipoik asit gruplari
arasinda belirgin fark yoktur. Tedavi gruplarinin ortak sonuclarinda, plasebo grubuna
gore glukoz geri alinitmuni insiilin uyariminda % 27 artis goriilmiistiir. Ayrica higbir

tedavi grubunda ciddi yan etki yoktur(24).
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Sekil 15. Oksidatif stresin indiikledigi insiilin direncine karsi lipoik asidin koruyucu etkileri(1).

Lipoik asidin normal dozu giinde 50-150 mg iken Almanya’da diyabetik
komplikasyonlar ve diyabetin baslangicindaki bireylerde tedavi icin daha yiiksek
dozlarda kullanilmasi onaylanmistir. Rostrochsudstat klinikteki doktorlar 6zellikle
diyabetik noropatinin semptomlarimi azaltmak icin giinde 600 mg lipoik asit
kullandiklarini bildirmislerdir(36).

Lipoik asit diyabetikler i¢in gerekli bir maddedir. Diyabetikler lipoik asitten
biiyiik oranda yararlamrlar. Ik olarak lipoik asit viicut hiicrelerinde insiilin
reseptorlerinin fonksiyonunu optimize etmeye yardim igin kritiktir. Viicutta serbest
radikal aktivite yiiksek oldugu zaman insiilin reseptorleri iyi calisamaz, lipoik asit bu
problemi diizeltir. Ikinci olarak lipoik asit arterlerde plaklarin olusumu ve yiiksek
kan seker diizeylerinin meydana getirdigi doku hasari, katarakt, diyabetik ndropatiyi
iceren diyabetin  komplikasyonlarim1 geri dondiirebilir ve Onlemeye yardim
eder(62,63,64). Lipoik asit, Tip II diyabetli hastalarda insiilin duyarliligin1 iyilestiren
multifonksiyonel bir antioksidandir. Lipoik asit Almanya’ da 30 yildan fazla
zamandir diyabete bagli néropatinin tedavisi i¢in kullanilmaktadir(65).

Diyabetik grupta intrauterin gelisme geriligi, kraniyofasiyal malformasyonlar,
parmak ve iskelet hipoplazileri insidans1 fazladir. Lipoik asit 0Ozellikle bu
anormallikleri azaltmistir(66).
1.1.12.8. Kansere Kars1 Koruyucu Etkileri: Yaslanan insanda vitamin E, vitamin
C, koenzim Q10 ve glutatyon gibi ana antioksidanlarin sentez, geri doniisiim ve

konsantrasyonlarinda azalma kaydedilir. Bu antioksidan fonksiyon kaybi viicudun
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serbest radikalleri kontrol edebilmesinde ciddi bozukluk yapar. Kontrolsiiz serbest
radikaller viicut boyunca cogalir, hiicre membranlarini, organlarimi ve bagisiklik
fonksiyonunu bozar. DNA’nin kenarlarin1 etkiler, kanser ve diger dejeneratif
hastaliklarin gelisimine katkida bulunur(67). Serbest radikaller hiicre membranlarini
bozdugu icin hiicrenin fonksiyonel igeriginin hasarli membrandan sizmasina izin
verir. Serbest radikaller ile hasarlanan DNA hiicrenin normal yapisim1 degistirir.
Serbest radikallere maruz kalan hiicreler mutasyona ugrar, kontrolsiiz ¢ogalir ve
kanser meydana gelir. Lipoik asit antioksidan 6zellikleri ile kanser gelisiminin hizini
azaltan bir rol oynayabilir. Lipoik asit ayn1 zamanda kanser baslamadan once bir giin
kanser meydana getirecek genetik programa sahip hiicreleri durdurma potansiyeline
de sahiptir(50).

Ratta karaciger tiimor olusumunda karsinojen metabolizma boyunca oksidatif
stresin etkili oldugu bilinmektedir. Lipid peroksidasyon diizeyleri N-dietilnitrozamin

verilmesinden 3 ile 24 saat sonra yiikselmektedir(68).

1.1.13. Lipoik Asidin Analizi

Gaz kromatografisi (GC), gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) ve
yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) yiyeceklerdeki ve biyolojik lipoik
asidin tespit edilmesinde oldukc¢a cok kullanilmaktadir. Bunlardan GC ve GC-MS
metodlar1 yiiksek derecede spesifiktir. Bununla beraber pahali ekipman gerektirirler.
HPLC metodu rutin analizler i¢in oldukg¢a pratiktir. Yeni bir HPLC metodu lipoillisin
icin spesifiktir, dokulardaki ve yiyecek maddelerindeki lipoik asidin tespit
edilmesine olanak saglar. Bu metod proteaz sindirimi gibi basit preparasyonu
icermektedir. HPLC ayn1 zamanda elektrokimyasal veya floresans ortaya ¢ikarma
ile insan plazmasinda lipoik asidin tespit edilmesinde de kullanilmaktadir. Bu
durumda R ve S enantiyomerlerinin ayirici analizleri, okside ve rediikte lipoik asit

tespit edilmektedir(1).

1.1.14. Lipoik Asidin Dozu
Lester Packer’ in ‘Mucize Antioksidan’ adl1 lipoik asit hakkindaki kitabinda, insanlar
i¢in diizenli olarak 100 mg/giin lipoik asit alinmasi 6nerilmektedir. Genellikle giinde

50- 100 mg dozlarda beslenmeye ilave edilmesi tavsiye edilmektedir. Tedavi edici
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ajan olarak daha yiiksek dozlarda kullanilabilir. Bazilar1 saglik problemlerinde lipoik
asit miktarinin giinlilk 400-600 mg’a kadar cikilabilecegini tespit etmistir(68).
Almanya’da diyabette hipergliseminin hasar verici etkilerini onlemek i¢in giinliik
600 mg recete edilmektedir. Aminita muscorum zehirlenmesi tedavisinde kullanilan
1200 mg gibi yiiksek dozlar intravendz verilir(49).

Sonug¢ olarak genel saglik , yaslanma etkilerini yavaslatmak ve optimal
antioksidan etkiler icin giinliik 100-200 mg dozda alinir. Diyabet, hepatitler ve agir
metal zehirlenmelerinde giinliik 300-600 mg gereklidir(70).

1.1.15. Lipoik Asidin Yan Etkileri
Klinik arastirmalar lipoik asidin kullanilmasi ile karsinojenik etkilerin olmadigin
gostermistir. Yiiksek dozlarda bile ciddi yan etkiler gézlenmemistir. Mindr yan
etkiler deri reaksiyonlarni ve bulanti—kusma gibi gastrointestinal etkileri igerir.
Bununla beraber bu etkiler yalniz intravendz infiizyonla hergiin 1200 mg veya daha
yiiksek dozda alanlarin kiiciik bir ylizdesinde gozlenmistir.
Gebelik boyunca lipoik asit kullammmuyla ilgili zararli yan etki bilgileri elde
edilememistir. Bilimsel arastirmalar ve klinik kullanimlar 30 yili agskin bir zaman
boyunca lipoik asit kullanilmasiyla ilgili ciddi yan etkiler bildirmemistir. LD 50
kopeklerde yaklasik olarak 400-500 mg/kg oral dozdan sonradir(69). Ratlarda LD 50
yaklasik 400-500 mg/kg’ dir(61).

Lipoik asidin yiiksek dozlar1 tiyamin esliginde kullanilabilir. Lipoik asit alindig
siirece diyette B kompleks vitamin destegi olmasinin yararli olacagi muhtemeldir

(70).

1.1.16. Lipoik Asidin Yararlari

1. Yaslanma siirecini yavaslatir.

2. Dogal olarak enerjiyi arttirir.

3. Diger besin maddelerinin hepsinden daha giiclii serbest radikal dnleyicidir.

4. Hidrofilik ve lipofilik ozellikleri sayesinde beyinde, kanda, yag depolarinda,
kalpte, pankreasta, bobreklerde, kemiklerde, kikirdakta, karaciger ve biitiin
organlarin biitiin hiicrelerinde serbest radikal hasarin1 6nler.

S. Derideki koruyucu kollajen ile kirisikliklar: 6nler.
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6. Vitamin C, E ve glutatyon gibi diger antioksidanlar tekrar aktiflestirir.

7. Viicudun kan seker metabolizmasinin daha iyi olmasina yardim eder, boylece
diyabetiklere ve hipoglisemiklere yardim eder.

8. Civa, arsenik, bakir, demir, kadmiyum, fazla kalsiyum ve kursun gibi toksik
metallerin viicuttan uzaklastirilmasina yardim eder

9. DNA ve RNA’y1 hasardan korur(70).

10. Lipoik asit ayn1 zamanda ilaglarin icerdigi toksinlerden viicudu korur. Lipoik asit
ayrica alkol, temizleyici maddeler, endiistriyel kimyasallar ve mantar toksinlerinin

zarar verici etkilerine kars1 koruyucudur(71).

1.2. TOKSIK MADDELER
1.2.1. Toksik Maddelerin Metabolizmasi
Cesitli yollarla organizmaya giren lipofilik kimyasal maddeler enzimlerin katabolik
etkisi ile kimyasal reaksiyonlara girerler ve boylece ‘hidrofilik metabolitlere’
doniisiirler. Iste bir ksenobiyotigin canli organizmada ugradig kimyasal degismelerin
timiine  biyotransformasyon denir. Ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonu
organizma i¢in bircok ac¢idan 6nem tasimaktadir. Lipidde ¢oziinen apolar kimyasal
maddelerin enzimatik reaksiyonlarla daha polar metabolitlere doniismeleri ile
atilimlar1 kolaylasir. Diger taraftan yabanci kimyasal bir madde ancak organizmada
enzimatik reaksiyonlar sonucu aktif metabolite doniiserek toksik etki gosterebilir.
Ksenobiyotiklerin biyotransformasyon mekanizmalar1 2 fazda toplanabilir:
1.Faz-1 reaksiyonlari: Yiikseltgenme(oksidasyon), indirgenme(rediiksiiyon), hidroliz.
2.Faz-2 reaksiyonlari: Cesitli konjugasyon ve sentez olaylarini igerir.
1.2.1.2. Biyolojik oksidayon:Ozellikle oksidasyon-rediiksiyon(redoks) reaksiyonlar
ve bunlart kataliz eden enzim sistemleri yabanct kimyasal maddelerin
biyotransformasyonunda genis yer alirlar. Bu sistemde rol oynayan en énemli enzim
sistemleri ise sitokrom P-450 sistemidir. Sitokrom P-450 demirli bir pigment olup
indigenmis seklinin karbonmonokside(CO) verdigi kompleks spektrofotometrede
450 nm’ de maksimum absorbans(Sonet bandi) verir. Bu nedenle de sitokrom P-450

ad1 verilmistir. Sitokrom P-450’ ler, ‘b-sitokrom’ tipinde hemoproteinlerdir.
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Sitokrom P-450 monooksijenaz sistemi ile olusan oksidasyonlar:
1- Alifatik hidroksilasyon,
2- Alifatik epoksidasyon,
3- Aromatik epoksidasyon ve hidroksilasyon,
4- N-, O- veya S- oksidasyon,
5- N-hidroksilasyon,
6- Deaminasyon(oksidatif),
7- S-oksidasyon(siilfoksit ve siilfon olusumu),
8- P-oksidasyon,
9- Desiilfiirasyon ve ester kirilmast,

10- Oksidatif dekolojenasyon.

1.2.2. Toksik Etki Mekanizmalari

Genel olarak kimyasal maddeler canlilarda fizikokimyasal veya kimyasal yolla
normal hiicre biyokimyasini ve fizyolojisini bozarak toksik etkilerini gosterirler.
1-Reseptorlerle etkilesme,

2-Enzimlerle birlesme,

3-Diger biyomolekiillere baglanma,

4-Kiiciik molekiil veya iyonla birlesme(kelasyon),

S-Hiicre enerjisi olusumunun engellenmesi.

1.2.2.1. Kimyasal Karsinogenezis: Genel olarak karsinojen terimi, biyolojik
sistemlerde kanser olusturan herhangi bir etken icin kullanilmaktadir. Bu etkenler
kimyasal maddeler, fiziksel etkenler veya viriisler olabilir. Kimyasal karsinojenler ise
spesifik toksik etkilerini insan ve hayvanlarda kanser olusturarak gosterirler. Bu
olaya ‘kimyasal karsinogenezis’ denir.

Kanser, ‘hiicrelerin, fenotipik veya genetik kodlarindaki degisme sonucu
anormalleserek baskisiz biiylimeleri ve yayilmasi prosesi’ olarak tanimlanabilir.
Karsinojen deyimi sozliik anlami olarak malign timor olusturan herhangi bir
maddeyi ifade etmektedir.
1.2.2.2. Karsinogenezis Mekanizmasi: Kimyasal maddelerle olusan kanser,

cevresel ve endojen faktorler arasindaki etkilesimleri iceren ¢ok basamakli kompleks
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bir prosestir. Bu mekanizmanin baglica 0©zelligi, somatik hiicrelerin diizenli
cogalmasimi  saglayan karmasik kontrol sisteminin bozulmasidir. Kimyasal
karsinogenezisin neden oldugu malign neoplazma olusumunda en az 3 Onemli
basamak bilinmektedir:
1- Baslangi¢(initation),
2-Geligsme(promation),
3-ilerleme(progresyon).

Nitrozaminler ¢ok etkin karsinojenler olup, 6zellikle mide asiditesinde sekonder
aminlerle nitritlerin etkilesmesinden olusmalar1 ile dikkati cekmektedirler. N-
nitrozonornikotin gibi sigara dumaninda da bulunan bu maddeler hidroksilasyondan
sonra alkillendirici maddelere doniiserek karsinojenik aktivite gosterirler. Siganlarda
hepatotoksik ~ve karaciger kanserine neden olan alkilnitrozaminler ve
nitrozopiperidin gibi nitrozaminler, primer veya sekonder amin yapisi iceren besin
maddelerinin etkilesmesinden olusmalari nedeni ile son 25 yilda Onemli c¢evre
karsinojenleri arasina girmislerdir.
1.2.2.3. Hepatokarsinogenezis: Hepatokarsinogenezis deney hayvanlarinda genis
olarak arastinlmistir. Dogal kaynakli maddelerden aflatoksin-B1 ve diger
mikotoksinler, baz1 pirolizidin alkaloidleri, cycasin ve safrol hayvanlarda karaciger
kanserine neden olurlar. Sentetik maddelerden dialkilnitrozaminler, bazi organik
klorlu pestisitler ve poliklorobifeniller, karbontetrakloriir, kloroform, vinilkloriir,
dimetilaminoazobenzen, asetilaminofloran, tiyoasetamid, uretan, etiyonin,
dimetilbenzantrosen ve galaktoziminin hayvanlarda hepatokarsinojenik etkileri
saptanmistir.

Hepatokarsinogenezis baslama, gelisme ve ilerleme olmak iizere ¢ok basamakli
bir proses olarak diisiiniilmektedir. Beslenme, hormonlar, ilaclar ve diger kimyasal
maddeler gibi degisik faktorlerin karaciger kanseri insidansit ve baglama siiresi
tizerinde etkili oldugu bilinmektedir.
1.2.2.4. Hepatotoksiklerin Karaciger Fonksiyonlarina Etkisi: Karaciger zehirleri,
karacigerin biyokimyasal mekanizmalar1 gibi normal metabolik fonksiyonlarm da
bozabilirler. Bazi maddeler karaciger mikrozomal elektron tasima sistemini
etkileyebilirler. Bu konuda en cok karbontetrakloriiriin etkisi arastinlmistir. Bu

maddenin hepatik mikrozomlarda lipid peroksidasyonunu stimiile ederek sitokrom P-
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450 ve ‘hem’  miktarinin azalmasina; glukoz-6-fosfataz ve pirofosfataz enzim
aktivitelerinin Onemli derecede azalmasina, UDP-glukuronil transferaz ve
monoesteraz enzimlerinin ise stimiilasyonuna neden oldugu gosterilmistir.

Baz1 hepatotoksik maddeler ise endoplazmik retikulumdan ¢ok mitokondriler,
lizozomlar ve c¢ekirdekler gibi subselliiler organelleri etkileyerek buradaki enzimlerin
aktivitelerini arttirir veya azaltirlar. Boylece zehirlenmelerde, asit fosfataz, [-
glukuronidaz ve lizozomlardaki diger hidrolazlarin; mitokondrilerdeki trikarboksilik
asit siklusu enzimlerinin salindiklar1 gosterilmistir.

Gerek sitozollerden ve gerekse subselliller organellerden salinan enzimler,
difiizyon veya filtrasyonla kana gecerler. Bu nedenle serum enzim diizeylerinin
tayini hepatotoksisitenin gosterilmesinde duyarli bir gostergedir. Boylece alkalen
fosfataz, 5-niikleidaz, glutamil transpeptidaz, izositratdehidrogenaz, alanin
aminotransferaz(ALT) ve aspartat aminotransferaz(AST) gibi enzimlerden bir veya
birka¢inin serum tayinleri karaciger zehirlenmelerinde teshis amaci ile kullanilirlar.

LD 50(median letal doz): Deney hayvanlarina belirli kosullarda ve dogrudan
uygulanan toksik maddenin, bu hayvan populasyonunun % 50’ sini 6ldiiren dozu

olarak tanimlanir(72).

1.3. DIETILNITROZAMIN (DEN)

Gelisen gida teknolojisi ile beraber gidalarin uzun siire muhafazas1 amaciyla fazla
miktarda kullanilan nitrat, nitrit gibi katki maddelerinin nitrozaminlere doniismesi ve
doymus yag ile kolesterol orani yiiksek diyetlerden olusan beslenme sekilleri
organizmada geri doniisiimsiiz hasarlar meydana getirmekte, metabolik olaylarin
cogunun meydana geldigi karaciger ise bu durumdan en cok etkilenen organ
olmaktadir.

Karsinojen bir madde olan dietilnitrozaminin(DEN) insektisitlerden, tarimda
kullanilan kimyasallardan ve nitrattan sekillendigi, sigara dumaninda bulundugu ve
ayn1 zamanda besinlerde bulunan nitratin midede sekonder ve tersiyer aminlerle
reaksiyonu sonucu da meydana geldigi bildirilmektedir. DEN karsinojenik
bilesiklerden birisi olup, kaucuk endiistrisi gibi is sahalarinda, sigara dumani, alkollii
ickiler ve islenmis et iirlinlerinde bulunmakta, bazi terapotik ilaglarin karacigerde

metabolize edilmesi sirasinda da ortaya ¢ikabilmektedir(73).



37

Nitrozaminler olduk¢a taninmis karsinojenik bilesiklerdir, fakat onlarin sitotoksik
ve karsinojenik aktiviteleri metabolik aktivasyonlarimi kullanmalar1 i¢in gereklidir.
Dietilnitrozamin hepatik karsinomaya neden olan bir nitrozamin bilesigidir. Ozellikle
karaciger DNA’ sinda DEN’ in doz bagimli davramisi ile yiikselen 8-OH 2’
deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin DNA’nin oksidatif hasarini belirttigi rapor
edilmistir. 8-OHdG miktar1 erken donemde DEN verilmesinden 6 saat sonra
yiikselmektedir. Tiimor olusumundan sorumlu olan lipid peroksidasyonu ile DEN
aktivasyonuyla cevresel serbest radikaller arasinda iligki gosterilmektedir. Bununla
beraber antioksidanlarin DEN’ in meydana getirdigi hepatik karsinomaya karsi
koruyucu etkileri i¢in kullanildig1r gosterilmektedir. Bu olay DEN ile baslayan
hepatik karsinogeneziste serbest radikallerin 6nemli bir yere sahip oldugunu
gostermektedir. DEN’den tiireyen serbest radikaller invitro deneyler sirasinda
mikrozomal metabolizma yoluyla olusmaktadir, bununla beraber invivo serbest
radikallerin yiikselmesinin doku hasariyla ilgili oldugu daha kesin degildir. Bu
sonuglar DEN’ in metabolizmasinin sitokrom P-450 ile oldugu ve olusan serbest
radikallerin goze carpan bi¢cimde artmasimin DEN’ in sitokrom P-450 yoluyla
metabolizmasina ve serbest radikallerine baglanabilecegini gostermektedir(10). DEN
sitokrom P-450’ye bagli monooksijenaz sisteminin enzimleri tarafindan
uzaklastirilmakta, bu sirada meydana gelen reaktif ara iiriinler, baglayici enzimlerin
katalitik bolgelerine ilgileri az oldugu ic¢in idrarla atilamayip ©Onemli hiicre
bilesenleriyle kovalent baglar olusturarak nekroz, mutasyon ve kansere neden
olmaktadir(74).

Son yillarda DEN’ in yalniz karacigerde degil aym1 zamanda bobrek dokusunda da
oksidatif strese neden oldugu rapor edilmistir. Sonug¢ olarak DEN ile tiimor gelisimi
ve erken asamalarda serbest radikal olusumu arasindaki klinik belirginlik dikkat
cekicidir. DEN gibi nitrozaminler baslica sitokrom P-450 monooksijenazlar ile
metabolize olmaktadir ve lipid radikaller invivo mikrozomal metabolizma yoluyla
olugsmaktadir. Bu sonuglar karacigerde lipid bagli serbest radikallerin DEN
verilmesinden 1-24 saat i¢cinde olustugunu belirtmektedir(10).

Morfolojik ve biyokimyasal yontemler ile DEN’ in rat karacigerinde olusturdugu
dejeneratif ve rejeneratif degisiklikler incelenmistir. Rat karacigerinde apoptotik

degisikliklerin gozlendigi 10 mg/kg doz subnekrojenik, 100 mg/kg doz nekrojenik
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doz olarak kabul edilmistir. Sadece 2. grupta zonal sentrilobuler nekrozlar
gozlenmistir. Yiiksek dozda hayvanlarda mitotik aktivite ve DNA sentezinde artma

gibi rejeneratif degisiklikler meydana gelmektedir(75).

1.4. ADENOZINDEAMINAZ(ADA)

Adenozindeaminaz(ADA) piirin niikleotid katabolizmasinda, inozin ve deoksiinozini
irrevesibl olarak adenozin ve deoksiadenozine ¢eviren bir enzimdir. ADA, 6zellikle
lenfositlerin proliferasyonu ve diferansiyasyonunda rol oynamaktadir. ADA
aktivitesi lenfositik hiicrelerde eritrositlere oranla 10 kat daha fazla bulunmaktadir. T
lenfositlerde B lenfositlere gore daha yiiksek oranda bulunur ve T hiicre farklilagmasi
sirasinda  belirgin derecede artis gostermektedir. Bu nedenle, ADA hiicresel
immiinitenin bir gostergesi olarak da kabul edilmektedir. Viicut sivilarinda ve
serumda ADA aktivitesinin cesitli hastaliklarda arttigina yonelik c¢alismalar
bulunmaktadir. Bu hastaliklar; tifo,enfeksiydz mononiikleoz, sarkoidozis, karaciger
hastaliklari, akut 10semi, brusella, akut pnOmoni, romatoid artrit ve cesitli

malignitelerdir(76).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi ve Tip
Fakiiltesi Biyokimya arastirma laboratuarlar1 ile Afyonkarahisar Kocatepe
Universitesi Deney Hayvanlari  Arastrma ve Uygulama Merkezinde
gerceklestirilmistir. Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kurulu’nun

20-06- referans no ve 040 sayil1 izni ile hayvan denemelerine baglanmustir.

2.1. Kullamilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

1- Vorteks: Heidoldh.

2-Magnetik karistirici: Velp science the fica.
3-Spektrofotometre: Shimadzu UV-1601.

4-Derin dondurucu: Siemens.

S5-Hassas terazi: Precisa, 205 ASC. 0.0001 g.a duyarl.
6-Degisik hacimlerde otomatik pipet: Epandorf, Scorex.
7-Tasiabilir terazi: Niive.

8-Otoanalizor: Roche firmasina ait Cobas Integra 400.
9-Otoanalizor: Roche firmasina ait Modular P.

10- Sogutmal1 santrifiij: Niive, NF 1000R.

11- Tioctic Acid(Alfa Lipoik Asit): Sigma.

12- N-Nitroso diethylamine(DEN):Sigma.

13- Metafosforik asit: Merck.

14- EDTA (Etilen diamin tetraasetik asit): Merck.

15- NaCl (Sodyum kloriir): Merck.

16- Disodyum hidrojen fosfat: Merck.

17- DTNB: Sigma.

2.2. Deney Gruplan

Calismada ortalama 3 aylik ve 260+10.5 gr olan 49 adet Sprague- Dawley cinsi
erkek rat kullanilmistir. Ratlar, oda 1s1s1 20-22 °C olan, havalandirmali, nem ve 1s1k
kontrollii (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik) bir odada barindirilmistir. Tiim

hayvanlara ticari rat yemi ve su ad libitum olarak verilmistir.
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Deneye baslamadan once ratlarin genel muayeneleri yapilmis ve her grupta 7 rat
olacak sekilde 7 gruba ayrilmustir. Bir hafta adaptasyon siiresi beklendikten sonra
deneye baslanmistir. Deney c¢alismalar1 hergiin saat 17.°° ile 18.°° saatleri arasinda
yapilmistir.

Grup 1 kontrol grubu olarak diizenlenmistir.

Grup 2’deki ratlara tek doz 150 mg/kg DEN intraperitoneal verilmistir.

Grup 3’deki ratlara tek doz 150 mg/kg DEN intraperitoneal ve DEN verilmesinden
24 saat sonra baslamak {iizere, 14 giin, 2 cc/giin zeytinyagir oral gavaj yoluyla
verilmistir.

Grup 4’deki ratlara tek doz 150 mg/kg DEN intraperitoneal ve DEN verilmesinden
24 saat sonra baglamak lizere, 7 giin, o- Lipoik asit 100 mg/kg/giin dozunda 2 cc
zeytinyaginda ¢ozdiiriilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

Grup 5’deki ratlara tek doz 150 mg/kg DEN intraperitoneal ve DEN verilmesinden
24 saat sonra baslamak iizere, 14 giin, a- Lipoik asit 100 mg/kg/giin dozunda 2 cc
zeytinyaginda ¢ozdiiriilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

Grup 6’daki ratlara, grup 3,4 ve 5’deki ratlara yapilan uygulamayla ayni zamanda
baslanarak 14 giin, a- Lipoik asit 100 mg/kg/giin dozunda 2 cc zeytinyaginda
cozdiiriilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

Grup 7’deki ratlara, grup 3,4,5 ve 6’daki ratlara yapilan uygulamayla ayni zamanda
baslanarak 14 giin, 2 cc/giin zeytinyag: oral gavaj yoluyla verilmistir.

Onbes giin siiren uygulama sonunda 50 mg/kg Ketamin HCl+10 mg/kg Ksilazin
HCl enjeksiyonu ile anestezi altinda enjektorle deneklerin kalplerine girilerek
heparinli tiiplere kan Ornekleri alinmistir. Alinan kan 6rneklerinden bir kismi GSH
(rediikte glutatyon) ve MDA (malondialdehit) diizeylerinin saptanmasi amaciyla
hicbir isleme tabi tutulmadan tam kan olarak ayrilmistir. Geriye kalan kan
orneklerinden AST (aspartataminotransferaz), ALT (alaninaminotransferaz), ALP
(alkalenfosfataz), GGT (gamaglutamiltransferaz) ve ADA (adenozindeaminaz)
parametrelerinin Olciilmesi i¢in santrifiijleme islemiyle plazma elde edilmis,
numuneler ol¢iimleri yapilincaya kadar -20 °C’ de derin dondurucuda saklanmustir.
GSH ve MDA analizleri Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Biyokimya laboratuarinda; AST, ALT, ALP, GGT ve ADA analizleri
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Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuarinda

calisilmistir.

2.3. GSH Analizi

2.3.1. Prensip: EDTA’ ©I1 kanin distile su ile hazirlanan hemolizinde, siilfidril (SH)
tasimayan tiim proteinler ¢oktiiriicii (presipitasyon) ¢ozelti ile ¢oktiiriildii. GSH, elde
edilen berrak sivida siilfidril gruplarinin DTNB (5,5’-(2-ditiobis nitrobenzoik asit))
ile reaksiyonu sonucu sari rengin olusumu ile ol¢iildi. EDTA’l kanlarda GSH
konsantrasyonunun tayini, 24 saat icerisinde, spektrofotometrede 412 nm’de
gerceklestirildi.

2.3.2. Ayiraglar

Calismada kullanilan ayiraglar sunlardir:

1. Coktiiriicii ¢cozelti: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA (disodyum etilen diamin
tetraasetik asit), 30 g NaCl 100 ml’ye distile suda eritilerek tamamlandi.

2. Fosfat cozeltisi: 0,3 M disodyum fosfat distile su ile hazirlandi.

3. DTNB (Ellman’s ayiraci): 40 mg DTNB(S,5’ditiobis-(2-nitrobenzoik asit)) % 1
sodyum sitrat, 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

2.3.3. Deneyin yapilis1

EDTA’ll tim kandan 200 pl alindi. Uzerine 1,8 ml distile su eklendi, hemoliz
gerceklestirildi. 3 ml ¢oktiiriicii ¢ozelti ile hemolizat karistirildi. 5 dakika bekleme
sonrasi, karigtm watman siizge¢ kagidindan (N.42) siiziildii. Ornek numuneden elde
edilen siipernatantin 2 ml’si baska tiipe aktarildi. Uzerine 8 ml fosfat ¢ozeltisi, 1 ml
DTNB ayiraci eklendi. Blank i¢in 2 ml ¢oktiiriicii ¢ozelti (3 kisim ¢oktiiriicti ¢ozelti+
2 kisim distile su), 8 ml fosfat ¢ozeltisi ve 1 ml DTNB ayiraci tiipe alinarak
hazirlandi. Standart ic¢in, 40 mg GSH c¢ozeltisi taze olarak hazirlandi.
Spektrofotometrede 412 nm’de blanka karsi standart numunelerin optik dansiteleri
okundu. Sonuglar mg/dl tiim kan olarak hesaplandi. Eritrositte GSH miktar1 tayini
icin; hemotokrit deger olciildii ve tiim kandaki GSH miktari, hemotokrit degere
boliinerek bulundu(77).
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2.4. MDA Analizi:

2.4.1. Prensip

Serbest radikaller sonucu olusan peroksidasyon iiriinlerinden MDA tayini, Draper ve
Hadley’in cift kaynatma yontemi kullanilarak belirlenmistir. Metot, yag asitlerinin
peroksidasyonunda bir son iiriin olan MDA (malondialdehit)’in, TBA ile reaksiyona
girerek 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik Ol¢iimde maksimum absorbans
vermesi prensibine dayanmaktadir.

2.4.2. Reaktifler

Kullanilan reaktifler sunlardir:

1. % 10’luk TCA c¢ozeltisi: 10 gr TCA distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak
hazirlanir.

2. % 671lik TBA cozeltisi: 100 ml 0,05 N NaOH c¢ozeltisinde 0,67 gr TBA
cozdiiriilerek hazirlanir.

2.4.3. Yontemin uygulanisi

Tam kan Orneklerinden alinan 0,5 ml. numune, 2,5 ml. % 10’luk TCA ile temiz vida
kapakl1 deney tiipiinde karistirtlarak 95°C’de 15 dakika kaynatilmistir. Daha sonra
hemen sogutularak 4°C’de 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Olusan
siipernatandan 1 ml alinmis ve iizerine % 67’lik TBA’dan 0,5 ml eklenerek 15
dakika kaynatilmis ve hemen sogutulmustur. Sogutmay: takiben en ge¢ 45 dakika
icerisinde, Shimadzu UV-1601 marka spektrofotometrede, 532 nm dalga boyunda
distile suya kars1 absorbans degeri okunarak, elde edilen degerler dilusyon katsayisi

ile carpilmis ve nanomol/ml biriminde MDA miktar1 belirlenmistir(78).

2.5. AST, ALT, GGT ve ALP Analizi
Roche firmasina ait Cobas Integra 400 otoanalizoriinde Roche firmasina ait kitler

kullanilarak calisilmistir.

2.6. ADA Analizi
Roche firmasina ait Modular P otoanalizériinde Diazyme firmasina ait kit adapte

edilerek calisilmistir.
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2.7. Istatistiksel Analizler

Bu calismada istatistiksel analizler olarak ‘SPSS 13.0 istatistik paket programi’
kullamilarak ANOVA ve DUNCAN testleri uygulanmistir.  Verilerin
degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel metodlar; ortalama, standart sapma,

minimum ve maksimum degerler kullanilmustir.
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3. BULGULAR

Calismaya her grupta 7 rat olmak tizere 49 rat dahil edilmistir.

Grup 1 kontrol grubu olarak diizenlenmistir.

Grup 2’deki ratlara tek doz 150 mg/kg DEN intraperitoneal verilmistir.

Grup 3’deki ratlara tek doz 150 mg/kg DEN intraperitoneal ve DEN verilmesinden
24 saat sonra baslamak iizere, 14 giin, 2 cc/giin zeytinyagi oral gavaj yoluyla
verilmigtir.

Grup 4’deki ratlara tek doz 150 mg/kg DEN intraperitoneal ve DEN verilmesinden
24 saat sonra baslamak iizere, 7 giin, a- Lipoik asit 100 mg/kg/giin dozunda 2 cc
zeytinyaginda ¢ozdiiriilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

Grup 5’deki ratlara tek doz 150 mg/kg DEN intraperitoneal ve DEN verilmesinden
24 saat sonra baslamak iizere, 14 giin, a- Lipoik asit 100 mg/kg/giin dozunda 2 cc
zeytinyaginda ¢ozdiiriilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

Grup 6’daki ratlara, grup 3,4 ve 5’deki ratlara yapilan uygulamayla ayni zamanda
baslanarak 14 giin, a- Lipoik asit 100 mg/kg/giin dozunda 2 cc zeytinyaginda
cozdiiriilerek oral gavaj yoluyla verilmistir.

Grup 7’deki ratlara, grup 3,4,5 ve 6’daki ratlara yapilan uygulamayla ayn1 zamanda

baslanarak 14 giin, 2 cc/giin zeytinyag: oral gavaj yoluyla verilmistir.



45

Tiim parametrelerin gruplara ait ortalama degerleri Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4: Parametrelerin gruplara ait ortalama degerleri.

KONTROL DEN DEN+Yag DEN+LA7 DEN+LA14 LA Yag
X +SE X +SE X +SE X +SE X +SE X +SE X +SE

Agirhk | 308+1,25ef* 186,14+3,11a 214,42+6,72 | 246,14+4,43 | 282,14+4,86 | 317,57£2,90f | 299,7+2,25
b c d e

GSH 38,12+0,47d 27,25+0,74a 32,37+£0,61b | 34,06+£0,50b | 35,74+0,28c 43,36+2,19¢ | 37,21%0,46
c d d

MDA 3,24+0,07b 6,48+0,12¢g 5,45+0,05f 4,68+0,06e 4,24+0,10d 2,64+0,06a 3,72+0,05¢

AST 106,89+2,30 310,30+20,28¢e 215,43+3,86 177,80+2,62 148,41+3,07 (125,89+2,65ab | 136,9+1,81
a d c b b

ALT 4598+2,11a 116,96+2,36g 100,18+2,41f | 86,05+0,67e | 73,07+1,34d | 57,56+0,50b | 64,51+0,56
c

GGT 1,45+0,04a 8,78+0,52f 6,39+0,50¢ 3,97+0,13d 3,40+0,07cd 2,18+£0,07ab | 2,79+0,06b
c

ALP 146,45+5,46 404,06+24,74f 307,33+1,28 | 260,39+6,41 215,83+3,14 177,81+4,88 | 208,9+6,99
a e d c b c

ADA 0,41+0,08a 19,06+2,45f 8,89+0,15¢ 7,09+£0,21de | 5,62+0,12cd 2,76£0,30ab | 4,03+0,12b

C

*a,b,c,d,e.f,g: Ayni satirda farkli harfler arasinda anlamlilik vardir.

P degeri tiim gruplarda 0,000 bulunmustur ( P< 0,001).
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Agirhik Parametresi

Gruplarin agirlik parametresine gore degerlendirilmesinde; Tablo 4 ve Grafik 1°de
gorildigii gibi, sadece DEN verilen grup 2’ de agirlik kaybir kontrol grubuna gore
cok fazla olmustur. DEN ile beraber 14 giin a- Lipoik asit verilen grup 5’de grup 2’e
gore belirgin yiikselme olmustur. Grup 5’deki artma DEN ile beraber 7 giin a-Lipoik
asit verilen grup 4’den daha belirgindir. Kontrol grubu, sadece zeytinyagi verilen

grup 7 ve sadece a- Lipoik asit verilen grup 6 arasinda yakin degerler elde edilmistir.
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300,00 —1—
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1
Agirhk|(gr) T
1
200,00 L
1
i
100,00
0.00 T T T T T T T
KONTROL DEN DEN+Yaj DEN+LA7 DEN+LA14 LA Yag
Grup

Grafik 1 : Gruplarin agirlik grafiklendirilmesi
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3.2. GSH Parametresi

Gruplarin GSH parametresine gore degerlendirilmesinde; Tablo 4 ve Grafik 2’de
gorildigii gibi, sadece DEN verilen grup 2’de kontrol grubuna gore dnemli azalma
izlenmistir. Sadece a-Lipoik asit verilen grup 6’ da kontrol grubuna gore artma
vardir. DEN ile beraber zeytinyag1 verilen grup 3 ve DEN ile beraber 7 giin a-Lipoik
asit verilen grup 4 arasinda benzerlik vardir. Grup 4 ve DEN ile beraber 14 giin a-
Lipoik asit verilen grup 5 arasinda benzerlik vardir. Sadece zeytinyag: verilen grup 7,
DEN ile beraber 14 giin a-Lipoik asit verilen grup 5 ve kontrol grubu arasinda

benzerlik vardir.
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Grafik 2: Gruplarin GSH grafiklendirilmesi
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3.3. MDA Parametresi

Gruplarin MDA parametresine gore degerlendirilmesinde; Tablo 4 ve Grafik 3’de
gorildigii gibi, sadece DEN verilen grup 2’de kontrol grubuna gore artis ¢ok belirgin
bulunmugtur. Hem zeytinyagi hem de a- Lipoik asit verilen gruplarda MDA
seviyelerinde belirgin azalma olmustur. Sadece a- Lipoik asit verilen grup 6’daki
degerler kontrol grubuna gore daha diisiiktiir. DEN ile beraber 14 giin a- Lipoik asit
verilen grup 5’ deki degerler DEN ile beraber 7 giin a- Lipoik asit verilen grup
4’deki degerlerden daha diisiiktiir.
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Grafik 3: Gruplarin MDA grafiklendirilmesi
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3.4. AST Parametresi

Gruplarin AST parametresine gore degerlendirilmesinde; Tablo 4 ve Grafik 4’de
gorildiugii gibi, sadece DEN verilen grup 2’de kontrol grubuna gore belirgin
yiikselme tespit edilmistir. Hem DEN ile beraber 7 giin a- Lipoik asit verilen grup
4’de hem de DEN ile beraber 14 giin a- Lipoik asit verilen grup 5 de belirgin
diizelme kaydedilmistir. Sadece a- Lipoik asit verilen grup 6, sadece zeytinyagi
verilen grup 7 ve DEN ile beraber 14 giin a- Lipoik asit verilen grup 5 arasinda
benzerlik bulunmustur. Sadece o- Lipoik asit verilen grup 6 ile kontrol grubu

arasinda benzerlik bulunmustur.
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Grafik 4: Gruplarin AST grafiklendirilmesi.
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3.5. ALT Parametresi

Gruplarin ALT parametresine gore degerlendirilmesinde; Tablo 4 ve Grafik 5°de
gorildiugii gibi, sadece DEN verilen grup 2’de kontrol grubuna gore belirgin
yiikkselme tespit edilmistir. DEN ile beraber o- Lipoik asit verilen gruplardan o-
Lipoik asidin 14 giin verildigi grup 5’de a- Lipoik asidin 7 giin verildigi grup 4’e

gore daha fazla azalma olmustur.
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Grafik 5: Gruplarin ALT grafiklendirilmesi
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3.6. GGT Parametresi

Gruplarin GGT parametresine gore degerlendirilmesinde; Tablo 4 ve Grafik 6’da
gorildiugii gibi, sadece DEN verilen grup 2’de kontrol grubuna gore belirgin
yiikselme tespit edilmistir. Sadece o- Lipoik asit verilen grup 6 ile sadece zeytinyagi
verilen grup 7 arasinda benzerlik vardir. Sadece zeytin yagi1 verilen grup 7 ve DEN
ile beraber 14 giin a- Lipoik asit verilen grup 5 arasinda benzerlik bulunmustur. DEN

ile beraber 7 ve 14 giin a- Lipoik asit verilen grup 4 ve grup 5 arasinda benzerlik

bulunmustur.
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Grafik 6: Gruplarin GGT grafiklendirilmesi
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3.7. ALP Parametresi

Gruplarin ALP parametresine gore degerlendirilmesinde; Tablo 4 ve Grafik 7°de
gorildiugii gibi, sadece DEN verilen grup 2’de kontrol grubuna gore belirgin
yiikselme tespit edilmistir. Sadece zeytinyagi verilen grup 7 ve DEN ile beraber 14
giin a- Lipoik asit verilen grup 5 arasinda benzerlik bulunmustur. DEN ile beraber a-
Lipoik asidin 14 giin verilmesi 7 giin verilmesine gore DEN’in meydana getirdigi

degisiklikleri daha fazla diizeltmistir.
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Grafik 7: Gruplarin ALP grafiklendirilmesi
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3.8. ADA Parametresi

Gruplarin ADA parametresine gore degerlendirilmesinde; Tablo 4 ve Grafik 8’de
gorildiugii gibi, sadece DEN verilen grup 2’de kontrol grubuna gore belirgin
yiikselme tespit edilmistir.Sadece a- Lipoik asit verilen grup 6, kontrol grubu ve
sadece zeytinyagi verilen grup 7 arasinda benzerlik tespit edilmistir. Sadece
zeytinyagi verilen grup 7 ve DEN ile beraber 14 giin a- Lipoik asit verilen grup 5
arasinda benzerlik vardir. DEN ile beraber 7 giin a- Lipoik asit verilen grup 4 ve

DEN ile beraber zeytinyag: verilen grup 3 arasinda benzerlik vardir.
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Grafik 8: Gruplarin ADA grafiklendirilmesi
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4. TARTISMA

Calismamizda Tablo 4 ve Grafik 4,5,6,7,8 de goriildiigii gibi, lipoik asit verilen
gruplarda, DEN verilen gruba gore karaciger enzimleri olan AST, ALT, GGT, ALP
ve ADA parametrelerinde belirgin azalmalar meydana gelmistir.

Ratta karaciger timorii olusumunda, karsinojen metabolizma siiresince oksidatif
stresin  etkili oldugu bilinmektedir. Lipid peroksidasyon diizeyleri DEN
verilmesinden 3 ile 24 saat sonra yiikselmektedir(68). Serbest radikaller hiicre
membranini bozar ve hiicrenin fonksiyonel iceriginin hasarli membrandan sizmasina
izin verir. Serbest radikaller ile hasarlanan DNA, hiicrenin normal yapisini degistirir.
Serbest radikallere maruz kalan hiicreler mutasyona ugrar, kontrolsiiz ¢cogalir ve
kanser meydana gelir. Lipoik asit, antioksidan 6zellikleri ile kanser gelisiminin hizini
azaltan bir rol oynayabilir. Lipoik asit aym1 zamanda, kanser meydana getirebilecek
genetik programa sahip hiicreleri durdurma kapasitesine de sahiptir(50).

Atakisi ve Ozcan (2005) yaptiklar1 calismada DEN verdikleri ratlarda antioksidan
olan omega-3’tin ADA’da meydana gelen degisiklikleri diizeltemedigini
bildirmislerdir(73). Yapilan bu ¢alismada ise Tablo 4 ve Grafik 8 de goriildiigii gibi
a- Lipoik asidin, diger karaciger enzimleri gibi ADA’da da meydana gelen
degisiklikleri diizelttigi goriilmiistiir.

Jia-Liu ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada, ratlarin icme sularina 16 hafta
boyunca haftada iki defa 100 mg/kg DEN koyarak hepatotoksisite olusturmuslar,
ALT, ALP ve GGT’ de meydana gelen yiikselmenin antioksidan olan selenyumla
zenginlestirilmis arpa verildiginde diizeldigini bildirmislerdir(79). Yapilan bu
calismada da tek doz 150 mg/kg ip. DEN verilerek olusturulan hepatotoksisite
sonucunda meydana gelen ALT, ALP ve GGT’ deki yiikselmeler, Tablo 4 ve Grafik
5,7 ve 6’ da goriildiigii gibi a- Lipoik asit verilmesiyle diizelmistir.

Malarkodi ve ark.(2004) yaptiklar1 caligmada adriamisinin meydana getirdigi
AST ve ALT’ daki artislar1 a- Lipoik asidin 35 mg/kg/giin dozunda diizelttigini tespit
etmislerdir(80). Pari ve Murugavel (2004) yaptiklar1 ¢calismada klorokinin meydana
getirdigi karaciger toksisitesinde o- Lipoik asidin 10, 30 ve 100 mg/kg/giin
verilmesiyle, artmis olan AST, ALT ve ALP diizeylerinde azalmalar oldugunu, a-

Lipoik asidin 100 mg/kg/giin dozunda 10 ve 30 mg/kg/giin dozuna gore daha etkili
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oldugunu bildirmislerdir(81). Amudha ve ark. (2006) yaptiklar1 c¢alismada
siklosporin verdikleri ratlarda a- Lipoik asidi oral yolla 21 giin vermisler, yiiksek
olan ALP parametresinde belirgin azalma gormiislerdir(82). A.C.Maritim ve ark.
(2003) streptozotosinle diyabet olusturulan ratlarda 10 ve 50 mg/kg/giin dozunda o-
Lipoik asidi ip. olarak 14 giin vermisler, AST diizeylerinde 10 mg/kg/giin dozunun
etkisi olmadigini, buna karsin 50 mg/kg/giin dozunda belirgin azalma oldugunu tespit
etmiglerdir(83). Kumar ve ark. (2005) aterojenik diyetle besledikleri ratlarda
meydana gelen AST, ALT ve ALP’ deki anormal yiikselmelerin, a-Lipoik asidin 20
mg/kg/giin dozunda oral gavaj yoluyla 16 giin verilmesiyle diizeldigini
bildirmislerdir(84). E. S. Zacharias ve ark. (2003) ratlarda lipopolisakkaritin
meydana getirdigi karaciger hasarini, a- Lipoik asidin 50 ve 100 mg/kg/giin dozunda
ip. yoluyla 3 hafta boyunca verilmesinin Onledigini bulmuslardir(85). Yapilan bu
calismada da, toksik bir madde olan DEN’in, karaciger enzimleri olan AST, ALT,
GGT, ALP ve ADA’ da meydana getirdigi yiikselmelerin, giiclii bir antioksidan olan
a- Lipoik asidin 100 mg/kg/giin dozunda oral yolla 7 ve 14 giin verilmesiyle 6nemli
Olciide diizeldigi, 14 giin verilmesinin 7 giin verilmesinden daha etkili oldugu tespit
edilmistir.

Calismamizda Tablo 4 ve Grafik 3’de goriildiigii gibi, a- Lipoik asit verilen
gruplarda DEN verilen gruba gore, lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA
parametresinde anlamli azalmalar meydana gelmistir.

Normal fizyolojik durumlarda lipid peroksidasyonu cok kiiciik miktarlarda
bulunur. Serbest radikaller lipidler ile reaksiyona girer ve lipid peroksidasyonuna
neden olur. Bu serbest radikal parcalari proteinlerin okside siilfidril kisimlarina
meyilli olacak sekildedir, boylece protein fragmantasyonuna neden olur ve hiicre
yasama kabiliyetini kaybeder. a- Lipoik asit Fenton tip reaksiyon ile olusan hidroksil
radikallerin miktarin1 azaltmada etkilidir ve ayn1 zamanda benzer sekilde peroksit ve
stiperoksit radikallerini de uzaklastirir(86).

Sanchez- Perez ve ark. (2004) , Chakraborty ve ark. (2000) tek doz 200 mg/kg ip.
ve Atakisi ve Ozcan (2005) tek doz 150 mg/kg ip. DEN vermisler, DEN
verilmesinden 3-24 saat icinde lipid peroksidasyon diizeylerinde artma tespit
etmiglerdir. Karaciger karsinogenezisinde oksidatif stresin 6nemli bir role sahip

oldugunu ve hepatokarsinogenez ile lipid peroksidasyonu arasinda korelasyon
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oldugunu gostermislerdir(87). Atakisi ve Ozcan (2005) antioksidan olan omega-3,
Chakraborty ve ark. (2000) ise vanadyum vererek MDA seviyelerinde diizelme
kaydetmislerdir. Yapilan bu calismada da DEN’in MDA parametresinde meydana
getirdigi artmay1 a- Lipoik asidin 6nemli dl¢iide azalttigi tespit edilmistir.

Elangovan ve ark.(2006) siklofosfamidin, Amudha ve ark.(2000) siklosporin-A’
nin meydana getirdigi degisikliklerde, a- Lipoik asidin 35 mg/kg/giin dozunda ip. ve
20 mg/kg/giin dozunda oral yolla verilmesinin serum MDA diizeylerini azalttigin
bulmuslar, a- Lipoik asidin lipid peroksitde meydana gelen artmayi énemli oranda
tersine ¢evirdigini tespit etmislerdir(88,82). Sahin ve ark.(2006) yaptiklart ¢calismada
rat periferal organlarinda kronik stres durumunda, a- Lipoik asidin 100 mg/kg/giin
dozunda lipid peroksidasyonunu Onlemede etkili oldugunu bildirmislerdir(89).
Arivazhagan ve ark.(1999) yash ratlarda antioksidanlar ve lipid peroksidasyonu
tizerinde a- Lipoik asidi 100 mg/kg/giin dozunda ip. olarak 7 ve 14 giin vermisler,
lipid peroksit diizeylerinin yasla birlikte arttifim1 ve o- Lipoik asit verilmesiyle
azaldigim tespit etmislerdir(86). Yapilan bu caligmada da giiclii bir antioksidan olan
a- Lipoik asidin 100 mg/kg/giin dozunda oral yolla 7 ve 14 giin verilmesinin, yiiksek
olan MDA seviyelerinde azalma meydana getirdigi, 14 giin verilmesinin 7 giin
verilmesine gore daha etkili oldugu anlasilmstir.

Calismamizda Tablo 4 ve Grafik 2’de goriildiigii gibi, a- Lipoik asit verilen
gruplarda antioksidan kapasitenin gostergesi olan GSH parametresinde anlaml
yiikselmeler tespit edilmistir.

Enzimatik antioksidan koruyucu sistemler lipid peroksidasyonuna karsi dogal
koruyucudur. Glutatyon peroksidaz lipid hidroperoksidin tasinmasinda énemli bir rol
oynar. Rediikte glutatyon ve tiim tiyoller peroksidatif hasari dnler(86). Glutatyon,
tiyol grubunun onemli bir iiyesidir ve primer hiicre i¢i antioksidanidir, ayrica énemli
bir serbest radikal deaktivatoriidiir. Viicutta hastalik, enfeksiyon, travma, ilac tedavisi
ve ameliyat gibi nedenlerden dolayr oksidatif stresin yiiksek seyrettigi zamanlarda
glutatyon hizla tiikkendiginden dolay: eksikligi ortaya ¢ikar. Bu eksiklik ayn1 zamanda
diisik protein alimi, diyabetes mellitus, karaciger hastaliklari, katarakt, HIV
enfeksiyonu, respiratuar distres sendromu, kanser ve idiyopatik pulmoner fibrozis ile
birliktedir. Glutatyon agizdan alindiginda kan dolagimina ulagamadan midede

yikilir.  Sistein kullamilirhigr glutatyon sentezinde hiz kisitlayict faktdr olarak
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bilinmektedir. a- Lipoik asit agizdan alindiginda hizla emilir, hiicreye alinir ve
ortamda serbest olarak bulunan DHLA’ e rediikte olur. Daha sonra DHLA sistini
sisteine indirger, hiicre sisteini sistinden 10 kat hizli alir ve GSH’1n biyosentezi hizla
meydana gelir(35,43). Bu yolda DHLA’in indirekt antioksidan aktivitesi
gbzlenmistir. Bu durum rat karaciger mikrozomlar1 kullanilarak aciklanmistir. Diger
antioksidanlarla ~ kombinasyonunda DHLA’in  ubisemiquinonu ubiquinale,
semidehidro askorbati askorbata ve GSSG’u GSH’a rejenere ettigi gosterilmistir(17).
Atakisi ve Ozcan (2005) ratlara tek doz 150 mg/kg ip. DEN ve Chakraborty ve ark.
(2000) 200 mg/kg ip. DEN vererek yaptiklari calismalarda GSH seviyelerinde diisme
gozlemlemisler. Atakisi ve Ozcan koruyucu olarak antioksidan omega-3,
Chakraborty ve ark. vanadyum vererek GSH seviyelerinde yiikselme tespit
etmislerdir(72,90). Yapilan bu calismada da DEN’in meydana getirdigi GSH
azalmasini gii¢lii bir antioksidan olan a- Lipoik asidin diizelttigi goriilmiistiir.

Malarkodi ve ark. (2004) o- Lipoik asidi 35 mg/kg/giin, Pari ve Murugavel
(2004) a- Lipoik asidi 10,30 ve 100 mg/kg/giin kullanmislar. a- Lipoik asidin, biitiin
dozlarda meydana gelen toksisiteleri minimale indirdigini, fakat 100 mg/kg/giin
dozunun digerlerine gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir(80,81). Yapilan bu
calismada da a- Lipoik asidin 100 mg/kg/giin dozunda GSH seviyelerinde diizelme
meydana getirdigi saptanmistir.

Elangovan S. ve ark. (2006) yaptiklar1 calismada, siklofosfamidin rat
spermlerinde meydana getirdigi degisikliklerde a- Lipoik asidin 35 mg/kg/giin
dozunda ip. verildiginde GSH diizeylerini yiikselttigini, sperm karakteristiklerinde
diizelme meydana getirdigini bulmuslardir(88). Sivaprasad ve ark.(2003) ise kursun
toksisitesinde o- Lipoik asit ve DMSA(dimerkaptosiiksinik asit)’in kullantminin
koruyucu etkileri oldugunu bildirmislerdir(91). Vedagiri K. ve ark.(2005), S.Shila ve
ark.(2006) a- Lipoik asidi 70 mg/kg/giin dozunda vermisler. S.Shila ve ark. a- Lipoik
asidin beyin bolgelerinde arsenik diizeylerini diislirdiigiinii, Vedagiri K. ve ark. o-
Lipoik asidin hem yalniz verildiginde hem de DMSA ile birlikte verildiginde arsenik
toksikasyonunu hem bobrek hem de karacigerde azalttigini bulmuslardir. a- Lipoik
asidin bu etkisini rediikte formda siilfidril gruplarin1 koruyabilmesine ve boylece
arsenigin proteine baglanmasimi engellemesine dayandirmiglardir. o- Lipoik asidin

hidroksil radikallerine kars1 olusan antioksidan aktivitesinin onun kelasyon
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kapasitesina bagl oldugu diisiiniilmektedir(92,93). Sahin ve ark.(2006) kronik stres
durumunda rat periferal organlarinda a- Lipoik asidin 100 mg/kg/giin dozunda
antioksidan enzim aktivitesinde etkili oldugunu bulmuslardir(89). Amudha ve ark.
(2006) ratlarda siklosporin A ile olusturduklart oksidatif streste a- Lipoik asidin 20
mg/kg/giin  dozunda oral yolla 21 giinde GSH seviyelerini yiikselttigini
bildirmislerdir(82). A.C. Maritim ve ark. (2003) streptozotosinle diyabet
olusturduklari ratlarda ip. olarak ve 14 giin verdikleri a- Lipoik asidin 10 mg/kg/giin
dozunda GSH seviyelerini degistiremedigini, 50 mg/kg/giin dozunda ise GSH
seviyelerini diigiirdiiglinii gostermislerdir(83). Yapilan bu calismada da a- Lipoik
asidin 100 mg/kg/giin dozunda, 7 ve 14 giin verilmesinin, DEN’in meydana getirdigi
GSH seviyelerindeki azalmay1 onemli Olciide diizelttigi, 14 giin verilmesinin 7 giin
verilmesine gore daha etkili oldugu anlasilmistir.

Calismamizda, Tablo 4 ve Grafik 1’de goriildiigii gibi a- Lipoik asit verilen
gruplarda DEN verilen gruplara gore ratlarin agirliklarinda belirgin artis tespit
edilmistir.

Yaptigimiz bu calismada, DEN verilmesinin ardindan viicut agirligindaki
azalmalar,Atakisi ve Ozcan’in(72) calismasiyla benzerlik gostermektedir. Bu
durumun verilen maddenin toksik etkisinden dolayr meydana gelen istahsizlik
nedeniyle gida alimimin azalmasindan kaynaklanabilecegi  diisiiniilmiistiir.
D.R.Cremer ve ark.(2006) 2 yil siiren ¢alismalarinda ratlara oral yolla 20, 60, 180
mg/kg/giin a- Lipoik asit vermisler, 20 veya 60 mg/kg/giin a- Lipoik asit verdikleri
ratlarla kontrol grubundaki ratlar arasinda viicut agirligi, yiyecek alimi, davranislar,
hematolojik ve biyokimyasal parametreler ve histolojik bulgular arasinda farklilik
olmadig1 halde, 180 mg/kg/giin dozunda a- Lipoik asit verilen ratlarda yiyecek
aliminda azalma ve viicut agirliklarinda diisme bulmuslardir. Arastiricilar - Lipoik
asidin hipotalamik ATP’ nin aktive ettigi protein kinazi(AMPK) baskiladigim
gostermislerdir. AMPK, hiicresel enerji tiikkendigi zaman aktiflesir ve hiicrede bir
yakit algilayict gibi hareket eder. Hipotalamik AMPK enerji harcanmasi ve yiyecek
aliminin diizenlenmesinde onemlidir. Onun baskilanmasi yiyecek alimini azaltir ve
aynm1 zamanda enerji harcanmasimi arttirir. Uzmanlar bu calismada leptin sinyal
yolundan bagimsiz etki gozlediklerini belirtmislerdir(78). a- Lipoik asidin 180

mg/kg/giin  gibi yiiksek dozda verilmesinin prooksidan aktivite meydana
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getirebilecegi, bu nedenle viicut agirhginda azalmalar meydana gelebilecegi
diistiniilmiistiir. Yapilan bu ¢alismada kullandigimiz 100 mg/kg/giin dozunda boyle
bir etki goriilmemistir. DEN ile beraber a- Lipoik asit verdigimiz ratlarda kilo kaybi
kontrol grubuna gore ¢cok az olmustur. Bunun nedeni olarak, a- Lipoik asidin DEN’e
bagli olusan toksik etkileri azalttigi, fakat ratlara hergiin oral gavaj yapilmasinin
tahris edici etkisinden dolay1 gida aliminda bir miktar azalma meydana geldigi
diisiiniilmiistiir.

Yapilan bu calismada, tek doz 150 mg/kg ip. DEN verilerek ratlarda oksidatif
stres ve hepatotoksisite olusturmak amacglanmig; DEN verilen ratlarda karaciger
enzimleri olan AST, ALT, ALP, GGT ve ADA parametrelerinde artma; lipid
peroksidasyon iiriinii olan MDA parametresinde artma; antioksidan kapasitenin
gostergesi olan GSH parametresinde ve viicut agirliklarinda azalma tespit edilmistir.
Bu verilere dayanarak DEN’in oksidatif stresi arttirdii ve hepatotoksisite meydana
getirdigi teyit edilmistir. a- Lipoik asit 100 mg/kg/giin dozunda 7 ve 14 giin oral
gavaj yoluyla verilmis, DEN’in meydana getirdigi toksik degisikliklere etkisine
bakilmistir. Tablo 4 ve Grafik 3,4,5,6,7,8° de goriildiigii gibi yiikselmis olan
MDA,AST, ALT, GGT, ALP ve ADA parametrelerinde belirgin azalma, Tablo 4 ve
Grafik 2’ de goriildiigii gibi azalmis olan GSH parametresinde belirgin artma tespit
edilmistir. Tablo 4 ve Grafik 1’ de goriildiigii gibi a- Lipoik asit verilen ratlarin viicut
agirliklarinda da artma goriilmiistiir. o- Lipoik asidin 14 giin verilmesinin 7 giin
verilmesinden daha etkili oldugu anlasilmistir.

Bu calismada gii¢lii bir antioksidan olan a- Lipoik asidin, toksik bir madde olan
DEN’in meydana getirdigi zararli etkilere karst koruyucu olup olmadiginin
anlasilmas1 amaglanmistir. Calisma sonucunda elde edilen bilgiler 1s181inda o- Lipoik
asidin, toksik bir maddeyle meydana gelen oksidatif stres ve karaciger hasarinda
koruyucu etkisinin oldugu anlagilmistir. Buna dayanarak alkol, nonsteroid
antiinflamatuar ilaclar, agir metal zehirlenmeleri, viral hepatitler ve kanser gibi
nedenlerle meydana gelmis olan karaciger hasarlarinda tedavi amaciyla
kullanilabilece§i sonucuna varilmistir. Ayrica, ilaglarin pek ¢ogunun karacigerden
metabolize olmasindan dolayr uzun siire ila¢ kullanilmasi gereken kronik

hastaliklarda da koruyucu amacla verilmesinin uygun olabilecegi diisiiniilmektedir.
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5.SONUC

Yapilan bu ¢alismada, ratlara tek doz 150 mg/kg ip. DEN vererek oksidatif stres ve
hepatotoksisite meydana getirmek ve bu etkiler iizerine o- Lipoik asidin 100
mg/kg/giin dozunda 7 ve 14 giin verilmesinin koruyucu olup olmadigin1 gostermek
amaclanmustir.

DEN verilen grupta kontrol grubuna gore lipid peroksidasyon iriinii olan MDA
miktarinin arttigl, antioksidan kapasite gostergesi olan GSH miktarinin azaldigi,
karaciger enzimleri olan AST, ALT, GGT, ALP ve ADA diizeylerinin arttig1 tespit
edilmistir. Boylece DEN’in oksidatif stres yarattigi ve hepatotoksisite meydana
getirdigi teyit edilmistir.

DEN verilen ratlarda karaciger enzimleri olan AST, ALT, GGT, ALP ve ADA
parametrelerinde kontrol grubuna gore belirgin yilikselmeler gozlemlenmistir. Bu
durumun DEN’ in hepatotoksik etkisi nedeniyle karaciger hiicrelerinde harabiyet
meydana getirdigi ve bu enzimlerin hiicre disina cikarak serum seviyelerinin
artmasina bagl oldugu diisiiniilmiistiir. DEN ile beraber o- Lipoik asit verdigimiz
gruplarda Tablo 4 ve Grafik 4,5,6,7,8° de goriildiigii gibi bu parametrelerde belirgin
diizelmeler tespit edilmistir, bunun a- Lipoik asidin hiicre koruyucu etkisi sayesinde
meydana geldigi kanisina varilmistir.

DEN verilen ratlarda kontrol grubuna gore GSH parametresinde belirgin azalma,
MDA parametresinde belirgin artma tespit edilmistir. Bu durum DEN’ in oksidatif
stresi arttirdig1 ve antioksidan kapasiteyi azalttigi seklinde yorumlanmistir. DEN ile
beraber o- Lipoik asit verilen gruplarda Tablo 4 ve Grafik 2,3’de goriildiigi gibi
GSH parametresinde 6nemli 6lciide yiikselme, MDA parametresinde 6nemli Ol¢giide
azalma tespit edilmistir. Buna dayanarak a- Lipoik asidin oksidatif stresi azalttigi,
antioksidan kapasiteyi arttirdigi diistiniilmiistiir.

DEN verilen ratlarda kontrol grubuna gore kilo kaybinin ¢ok fazla oldugunu
gozlemlenmistir. Bu durumun DEN’ in toksik etkisinden dolayr meydana gelen gida
aliminin azalmasina bagl olabilecegi diisiiniilmiistiir. DEN ile beraber a- Lipoik asit
verilen ratlarda Tablo 4 ve Grafik 1’de goriildiigii gibi kilo kaybi1 kontrol grubuna

gore ¢ok az olmustur. Bunun nedeni olarak, o- Lipoik asidin DEN’e bagli olusan
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toksik etkileri azalttigi, fakat bu ratlara her giin oral gavaj yapilmasinin tahris edici
etkisinden dolay1 gida aliminda bir miktar azalma meydana geldigi diisiiniilmiistiir.

DEN ile beraber 14 giin 100 mg/kg/giin dozunda a- Lipoik asit verilen grupta tiim
parametrelerdeki diizelmenin 7 giin - Lipoik asit verdigimiz gruba gore daha fazla
oldugu tespit edilmistir.

DEN ile beraber zeytinyagi verilen grupta da tiim parametrelerde bir miktar
diizelme oldugu, fakat a- Lipoik asit verdigimiz gruplara gore daha az oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum, zeytinyaginin da antioksidan 6zelliklerinin oldugu ama
a- Lipoik asidin daha etkili bir antioksidan oldugu seklinde yorumlanmaistir.

Bu verilere dayanarak; a- Lipoik asidin 100 mg/kg/giin dozunda hem 7 giin hem
de 14 giinde bozulmus olan karaciger enzimlerinde diizelmeler meydana getirdigi,
oksidatif stresi azalttigi, antioksidan kapasiteyi arttirdigi ve kilo kaybini geriye
dondiirdiigli, ancak 14 giin verilmesinin 7 giin verilmesine gore daha etkili oldugu

sonucuna varilmustir.
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