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SIMGE VE KISALTMALAR

BHT : Butilhidroksitoluen
DHLA : Dihidrolipoik asid

FAS : Ferr6z amonyum siilfat
GSH : Glutatyon (indirgenmis)
GSH-Px : Glutatyon peroksidaz
GSSG : Glutatyon (yiikseltgenmis)
4-HA : 4-Hidroksialkinler

L’ : Lipid radikali

a-LA : Alfa lipoik asid

LDL : Diisiik dansiteli lipoprotein
LOO’ : Lipid peroksit radikali
LOOH : Lipid hidrperoksit

MDA : Malondialdehid

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (indirgenmis)
0, : Siiperoksit radikali

‘OH : Hidroksil radikali

ROB : Reaktif oksijen bilesikleri
SOD : Stiperoksit dismutaz

SOR : Serbest oksijen radikalleri

TBA : Tiobarbitirik asid



GIRIS VE AMAC

Oksidan iirtinlerin, diabetes mellitus, ateroskleroz, katarakt ve karaciger sirozu gibi
hastaliklarin patogenezinde rol aldigi bilinmektedir. Bu nedenle son yillarda antioksidan
molekiillerin terapotik amacl kullanim1 artmstir.

Oksijen, yiyeceklerde bulunan karbonhidrat, yag ve proteinlerin enerji kaynagi olarak
kullanilabilmeleri i¢in aerobik dokularda genel elektron alicis1 gorevini iistlenir. Katabolik
siirecte siiperoksit anyon radikali (O,") ve hidroksil radikali ("OH) gibi serbest oksijen
radikalleri (SOR) {retilir. Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektron igeren, kimyasal reaktiviteleri yiiksek, yar1 Omiirleri kisa olan
molekiil veya atomlardir (1).

Normal fizyolojik durumlarda SOR’nin biiyiik bir kismi mitokondrial elektron
transport zincirinde iretilir. Ciinkli viicut tarafindan kullanilan oksijenin  %95-98’1
mitokondride suya indirgenir. SOR aynmi zamanda endoplazmik retikulum ve cekirdek
membrani, sitozol, plazma membran1 ve peroksizomlar gibi diger hiicre organellerinde de
tretilirler(2).

Reaktif oksijen tiriinleri kimyasal olarak daha stabil bir yapiya ulagsmak i¢in elektron
aktarmaya meyillidirler. Bagka molekiiller ile ¢ok kolay elektron alis verisine girip onlarin
yapilarim1 bozarlar. Cesitli hiicresel bilesiklere elektron aktarimi hiicresel hasara yol
acmaktadir. Serbest oksijen radikalleri, doymamis yag asitleri iceren membran lipidlerini
protein, karbonhidrat, niikleik asitler, enzimler ve kofaktdrler gibi diger biyomolekiillere
nazaran daha fazla etkilemektedir. Membran lipidleri ile etkilesim membran yapisinin

bozulmasina, permeabilite artisina ve hiicre hasaria yol agmaktadir(1).



Aerobik dokularda iiretilen SOR’ye karsi cesitli savunma mekanizmalar1 vardir.
Katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz gibi enzimlerin yaninda; beta karoten, melatonin, alfa tokoferol, askorbik asid,
iirat, bilirubin, sistein, seruloplazmin, albiimin, transferrin, ferritin, haptoglobin, hemopeksin
gibi enzim olmayan molekiiller de antioksidan savunmada rol alirlar. Oksidan ve antioksidan
sistemler arasindaki dengenin oksidan sistemler lehine bozulmasiyla hiicre hasari
olusmaktadir (1,2).

Alfa lipoik asid (a-LA) tiyol grubu igeren, antioksidan 6zelligi olan bir molekiildiir.
Ditiyolan halkas1 sayesinde yiiksek bir indirgeme 6zelligine sahiptir. Diyette yeterli miktarda
bulunmasina ragmen; fizyolojik sistemlerde mitokondride bulunan lipoik asid sentaz
tarafindan sentezlenebilmektedir. Viicutta dihidrolipoik asid (DHLA)’ya indirgenir. DHLA
antioksidan etkisinin yaninda 6zellikle demir varliginda prooksidan etki gosterebilir (3).

Lee ve ark.(4), hidrojen peroksit (H,0O,) ile lipid peroksidasyonunu uyararak invitro o.-
LA’ni, lipid peroksidasyonuna inhibe edici etkisini arastirmislardir. Ancak bu c¢alismada
lipid peroksidasyonu sabit bir siire sonunda bir kez 6l¢iilmiis ve lipid peroksidasyon fazlar
ayrintili olarak degerlendirilmemistir. Bu nedenle o-LA’nin lipid peroksidasyonunu
engelleme mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir.

Calismamizda; o-LA’nin farkli dozlarmin invitro kullaniminin, rat karaciger
homojenatlarinda indiiklenmis lipid peroksidasyonu ve doku glutatyon (GSH) diizeyine
etkilerini arastirmak amaglanmistir. Ayrica o-LA’nin lipid peroksidasyonunu hangi asamada
etkiledigine, SOR f{iretici sistemlerinden hangisinde daha etkili olduguna ve etki
mekanizmasina agiklik getirmek amaglanmistir. Bu amacla; serbest oksijen radikalleri iireten
ve iyi bilinen iki sistem kullanilmistir. Bunlar H,O, ve ferréz iyonlarin kullanildigi lipid
peroksidasyon aktivasyon sistemleridir. Hidrojen peroksit stabil ve hiicre membranindan
kolayca difiize olabilen bir molekiildiir. Reaktif degildir, ancak Fenton ve Haber-Weiss (1)
reaksiyonu ile ‘'OH olusumunda onciil molekiildiir. Ferr6z iyonlar da Fenton reaksiyonu ile
‘OH radikali olustururlar. Hidroksil radikali ¢ok reaktiftir (1,2). Bu nedenle ¢alismamizda
lipid peroksidasyonunun aktivasyonu i¢in, H,O, ve ferr6z amonyum siilfat (FAS) tercih

edilmistir.



GENEL BIiLGILER

SERBEST RADIKALLER

Stabil molekiillerin dis yoriingesinde biri digerine zit yonde donen elektron giftleri
vardir. D1g yoriingelerinde en az bir adet eslenmemis elektron igeren atom veya molekiile
serbest radikal denir. Serbest radikaller oldukca reaktiftir, elektron ciftlemek icin diger
molekiiller ile reaksiyona girme egilimindedirler (5).

Radikaller baslica 2 yolla olusur;

1)Homolitik béliinme: Kovalent bagli bir molekiiliin, her bir pargasindaki ortak
elektronlardan birisinin homolitik bdliinmesi sonucunda ortaklanmamis elektronlar tasiyan

molekiil veya atomlar meydana gelir:

X—Y ——» X'+Y°

2)Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: Biyolojik sistemlerde serbest

radikaller en ¢cok bu yolla meydana gelir (6,7):

AH, ——» AH+e

A+te —» A

Radikaller diger molekiiller ile cesitli sekillerde reaksiyona girerler. iki radikal
karsilagtiginda paylasilmamis elektronlarini birlestirirler ve kovalent bir bag olustururlar.
Paylasilmamis bir elektronu bulunan hidrojen atomu da radikaldir ve iki hidrojen atomu

kolayca birleserek diatomik hidrojen molekiiliinii olustururlar.
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Bir radikal paylasilmamis elektronunu radikal olmayan bir molekiile verebilir, diger
bir molekiilden alabilir veya radikal olmayan bir molekiile baglanabilir. Bu reaksiyonlardan
hangisi olursa olsun radikal olmayan bir molekiil sonucta radikale doniistir.

Serbest radikaller aerobik hiicre metabolizmasinin bir {iriinii olarak siirekli iiretilir ve
antioksidan savunma mekanizmalar1 ile dengede tutulurlar. Oksidatif stres, oksidan-
antioksidan dengesinin oksidan lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Serbest
radikallerin 6miirleri ¢cok kisa olmasina ragmen protein, lipid ve niikleik asid gibi makro
molekiiller ile etkilesmeleri sonucu, hiicre yap1 ve fonksiyonlarinda 6nemli degisikliklere
neden olmaktadir. Homeostazisin siirdiiriilebilmesi, antioksidan kapasitede stirekli

yenilenmeyi gerektirmektedir (5,8).

Serbest Radikal Tiirleri

Serbest radikalleri, oksijen merkezli ve oksijen merkezli olmayan serbest radikaller
olarak simiflandirmak miimkiindiir. Oksijen merkezli serbest radikallerin baglicalar 0, ve
‘OH’dir. Ayrica H,O, gibi radikal olmayan fakat etkileri ve sonuglar1 sebebiyle kimyasal
aktiviteleri yiiksek reaktif oksijen bilesikleri (ROB) de vardir (Tablo 1) (8).

Tablo 1. Reaktif oksijen bilesikleri (11)

Radikaller Radikal olmayanlar

Hidroksil (OH) Hidrojen peroksit  (H,0,)
Alkoksil (RO") Singlet oksijen ('0y)
Peroksil (ROO) Ozon (03)
Superoksit (O;") Hipokloroz asid (HOCI)
Nitrik oksit (NO") Lipid hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NOy") Peroksinitrit (ONOO")

REAKTIF OKSIJEN BIiLESIKLERI

Siiperoksit Radikali (0y)
Biyolojik sistemlerde en fazla bulunan radikal onciilii molekiiler oksijendir. Oksijenin

tek bir elektronla indirgenmesi ile stiperoksit radikali olusur.

Oz +e —— 02._



Serbest radikal olmakla beraber O, ’in belirgin toksik etkisi yoktur. Baslica kaynag1
sitoplazmadaki P4so sistemidir. Dismutasyon yolu ile H,O, kaynagi olmasi ve gecis metal
iyonlarini indirgemesi sebebiyle 6nemli bir radikaldir (9,10).

Stiperoksit radikali okside haldeki demir veya bakir ile reaksiyona girebilir:

v

0, + Fe™ Fe”? + 0O,

0,” + Cu” >» Cu + O,

Indirgen gecis metallerinin otooksidasyonu sonucu O," radikali olusur:

0, + Fe™ » Fe” + 0,

0, + Cu > Cu” + O

Gegis metal iyonlarinin  oksijenle reaksiyonlart geri doniisiimlii redoks
reaksiyonlarinin ve serbest radikal reaksiyonlarinin ilerlemesinde ¢ok 6nemlidir (6,11).

Siiperoksit radikali, ‘'OH’nden daha az reaktiftir. Bununla beraber ortaya ¢iktigi
hiicreden daha uzak yerlere rahatlikla gegerek bagka radikallerin olusmasina ve doku hasarina

neden olur (8,12).

Hidrojen Peroksit (H,O;)

Hidrojen peroksitin eslenmemis elektronu yoktur. Bu nedenle serbest radikal degildir.
Molekiiler oksijenin iki elektron indirgenmesi ile olusur:

0, +2¢ +2H ——» H,0,

Biyolojik sistemlerde H,0O,’in asil kaynagi O, ’in dismutasyonudur. Bu reaksiyon

spontan veya siiperoksit dismutaz (SOD) ile enzimatik olarak gergeklesir:

Oz._ + 02._ + 2H ——» H,O, + O,

Hidrojen peroksit biyolojik membranlar1 gegebilir ve uzun 6miirliidiir. Reaktif gecis

metal iyonlarinin varhginda ‘OH nin kaynagi olmasi nedeniyle 6nemlidir (6,12,13).



Hidroksil Radikali (OH)

Stiperoksit radikali ve H,O,’ten meydana gelen en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikalidir. Hidroksil radikalinin reaktivitesi o derece yiiksektir ki, yapildig: hiicre
boliimiinden daha uzaga difiizyonuna gerek kalmadan derhal reaksiyona girer. Yar1 dmrii cok

kisadir. Onemli iki kaynag1 Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonudur (14,15):

Fenton reaksiyonu;

H,0, + Fe®? —®H+ OH + Fe°

Haber-Weiss reaksiyonu;

H,0, + O, —————®H+ OH + O,

Singlet Oksijen (‘O,)

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal degildir. Serbest
radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi, radikal reaksiyonlarin baslamasina da
sebep olur. Yarilanma omrii kisadir. Singlet oksijen, oksijen molekiiliiniin daha reaktif bir
tiirii olup, molekiiler oksijenin enerji almasi ile olusur. Delta (‘Ag O,) ve sigma ('Zg O,)
olmak iizere iki tipi vardir. Sigma formunun enerjisi ¢ok yiiksektir ve hizla 'Ag O,’e doniisiir.

Singlet oksijenin uyarilmis elektronlarinin daha diisiik enerji seviyesine inmesi, 151k

yayilimina yol agar (7,16,17).

Hidroperoksit Radikali (HO;")

Stiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusur. Siiperoksitten daha reaktiftir (7):

S
+
s
+
v

HO;'

Hipokloroz Asid (HOCI)

Notrofil ve makrofajlar tarafindan enzimatik olarak {iretilir ve bakterisit etkisi i¢in

salinir;

0,0, + CI" +H' Mlyeloperokmdaz: HOCI + H,0
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Hipoklordoz asid, demire bagimli olan ve bagimli olmayan reaksiyonlarla ‘OH

olusumunda yer alir (18,19):

HOCI + Fe? —— 'OH + CIT +Fe™
HOCl + O, ——» 'OH + ClI +0,

Oksijen Merkezli Olmayan Serbest Radikaller
Cogu serbest radikal oksijen merkezli olmasina ragmen organizmada karbon, kiikiirt,

hidrojen ve demir merkezli radikaller de olugsmaktadir (Tablo 2 ) (8).

Tablo 2. Oksijen Merkezli Olmayan Serbest Radikaller

Karbon merkezli olanlar

Lipid Radikalleri L’

Aloksi Radikalleri R’
Kiikiirt Merkezli Olanlar

Thiyl R-S’

Hidrojen Merkezli Olanlar
Hidrojen Atomu H

Demir Merkezli Olanlar

Perferri Radikali Fe™-0,-Fe'™

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ KAYNAKLARI

Serbest oksijen radikallerinin kaynaklari, endojen ve eksojen kaynaklar olmak iizere
iki baslik altinda toplanir.

Hava kirliligi, kimyasallara maruz kalma ve iyonize edici radyasyon, sigara toksinleri,
doksorubisin, karbontetrakloriir gibi ila¢ oksidanlar1 eksojen kaynaklari olustururlar. Endojen
kaynaklar ise sekiz baslik altinda toplanabilir (8,12),

1. Mitokondrial elektron tasima sistemi,

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda elektron transport sistemi,
Peroksizomlar,
Plazma membranlar,

Oksidan enzimler,

S

Arasidonik asid yolu,
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7. Otooksidasyon reaksiyonlari,

8. Fagositik hiicreler.

Mitokondrial Elektron Tasima Sistemi

Oksidatif fosforilasyonla adenozin trifosfat (ATP) olusurken, ara iiriin olarak O,", H,0, ve
‘OH salinir. Hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagi, elektron transport zincirinden
olusan elektron sizintisidir. Radikal olusturan esas bodlge mitokondrinin i¢ membranina
lokalizedir. Molekiiler oksijenin %98’i, mitokondrial bir enzim olan sitokrom C oksidaz
tarafindan katalizlenerek suya indirgenir. Siiperoksit ve H,O, iiretimi mitokondrial oksijen
tilkketiminin %1-2’si kadardir. Hidrojen peroksit mitokondriden sitoplazmaya salindig1 halde
0, salinmaz. intramitokondrial SOD, 0,"’i H,0,’e doniistiirerek hiicreleri oksidatif hasardan
korur (20,21). Molekiiler oksijenden reaktif ara {iriinlerin olusumu:

e +2H+ e +H+ ‘OH e +H+

0, —» 0, H,0, =, <y H,0

H,O

Endoplazmik Retikulum ve Niikleer Membranda Elektron Transport Sistemi

Ozellikle niikleer membrandan kaynaklanan radikaller, deoksiriboniikleik asid
(DNA)’ya ilgi gosterirler. Endoplazmik retikulum ve niikleusun i¢ membranlari, sitokrom Pays
yoniinden zengindir. Bu sistem doymamis yag asidlerinin, ksenobiyotiklerin ve rediikte

oksijenin oksidasyonundan sorumludur (22,23).

Peroksizom
Cok uzun zincirli yag asidlerinin yikilmasindan sorumlu organeller olan
peroksizomlar, amino asid oksidaz, {irat oksidaz gibi oksidan enzimlerce zengindirler ve giicli

H,0, kaynagi olarak kabul edilirler (8).

Plazma Membrani

Membranlarda bulunan doymamis yag asidleri ve proteinler serbest radikal hasarina
aciktir. Serbest radikallerin baslattig1 lipid peroksidasyonu; transmembran iyon gradientinin
bozulmasina, sekretuvar fonksiyon kayiplarina ve hiicresel metabolik olaylarin inhibisyonuna

yol acar (8,24).
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Oksidan Enzimler
Ksantin oksidaz gibi oksidan enzimler siiperoksit radikali iiretimine neden olurlar.
Invivo iskemi ve hipoksi, ksantin oksidazi, dehidrogenaz formundan oksidaz formuna

dondstiirtirerek, siiperoksit radikali olusumuna yol agar (25,26).

Arasidonik Asid Yolu

Bazi hiicrelerinin uyarilmasi, arasidonik asid salimmina neden olur. Bu yolla ara
peroksi bilesikleri ve hidroksil radikalleri meydana gelir. Bu lipid peroksidasyonunun ilk
tiriinleri olan hidro ve endoperoksidler, daha sonra yeni zincirleme reaksiyonlar

baslatabilecek radikal iirtinleri meydana getirebilir (27,28).

Otooksidasyon
Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinlerin otooksidasyonu

sonucunda radikal olusabilir (29).

Fagositik Hiicreler

Cesitli uyarilar ile duyarli hale gelen nétrofil ve makrofajlar, O, H,O,, ‘OH ve HOCI
salinimina neden olurlar. Notrofillerin hiicre membranindaki nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH)’a bagimli myeloperoksidaz sistemi, O, radikali olusturan onemli bir
kaynaktir. Fagositoz olduktan sonra, l6kosit hiicre membraninda yerlesmis olan NADPH
oksidaz sistemi, ¢evre dokulardaki molekiiler oksijeni 0, e, ardindan H,0,’¢ doniistiiriir.
Stiperoksit radikali olusumuna eslik eden molekiiler oksijenin hizli tiikketimi; solunum
patlamas1 olarak adlandirilir. Fagozomda bulunan ve lizozomal bir enzim olan
miyeloperoksidaz enzimi varhiginda H>O, ve klorilir iyonlar1 bakteriyi 6ldiiren HOCI’e
doniistiiriiliir. Fagozom SOD icermediginden, fagozom iginde kagimilmaz olarak H,O, ve O,"
birikir. Siiperoksit dismutaz ve katalaz bulunan bir ortamda hiicre fagozom olustursa bile

fagosite ettigi bakteriyi parcalayamaz ve 6ldiiremez (1,27,30,31).

SERBEST RADIKALLERIN ETKILERI

Normal metabolizma sirasinda ya da patolojik yolla ortaya ¢ikan serbest radikaller,
hiicre ve dokularda bir¢ok zarara yol agmaktadir (32). Bu zararlar soyle siralanabilir;

a)Deoksiriboniikleik asidin tahrip olmasi,

b)Niikleotid yapili koenzimlerin yikimi,
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c)Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarimin bozulmasi, hiicre ortaminin
tiyol/disiilfit oraninin degismesi,

d)Protein ve lipidlerle kovalan baglantilar yapmasi,

e)Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler,

f)Mukopolisakkaritlerin yikimu,

g)Proteinlerin tahrip olmasi ve protein “turnover’nin artmasi,

h)Lipid peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,

1)Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmast,

j)Steroid ve yaslilik pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi,

k)Kollajen ve elastin gibi uzun 6miirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarmin

bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisiklerin olusmasi.

Lipidlere EtKisi

Serbest radikaller tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag
asidlerinin  oksidasyonunu iceren kimyasal olay, lipid peroksidasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Bu kimyasal olay, organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar
yapisindaki ¢oklu doymamus yag asidi zincirindeki a-metilen gruplarindan hidrojen atomunun
uzaklastirilmasi ile baglamaktadir (Sekil 1).

Biyolojik sistemlerde serbest radikal O, ve ‘OH olup, bununla birlikte lipid
peroksidasyonunun uyarilmasinda asil etkili radikalin ‘OH oldugu benimsenmektedir.

Serbest radikal etkisiyle yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi, bu yag
asidi zincirinin radikal niteligi kazanmasina neden olmaktadir. Boylece olusan lipid radikali
(L") dayaniksiz bir bilesik olup, bir dizi degisiklige ugramaktadir. Oncelikle, molekiil ici ¢ift
bag aktarilmasi ile dien konjugatlari olusmaktadir. Daha sonra, lipid radikalin molekiiler
oksijenle reaksiyona girmesi ile lipid peroksid radikali (LOO’) meydana gelmektedir. Bu lipid
peroksid radikalleri de zar yapisindaki diger ¢oklu doymamis yag asidlerini etkileyerek yeni
lipid radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak
lipid hidroperoksidlerine (LOOH) doniismektedir. Boylece reaksiyonun oto-katalitik bir
bi¢cimde yliriimesi saglanmaktadir (7,33). Lipid peroksidasyonu, LOOH 1n aldehid ve diger
karbonil bilesiklerine doniismesi ile sona ermektedir.

Lipidlerin peroksidasyonu, enzimatik ve non enzimatik olarak meydana gelebilir.
Enzimatik olmayan lipid peroksidasyonda, Cu™, Fe™, azo bilesikleri ve LOOH’1 higcbir

enzimatik aktiviteye gerek duymadan peroksidasyonu baslatabilirler.
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LOO™ + L’ — LOOL

LO’, LOO’, pargalanma firiinleri
(Aldehidler ve karbonil bilesikleri)

Sekil 1. Coklu doymamis yag asidlerinin peroksidasyonu (7,33,34).

Hiicre i¢i demir konsantrasyonu 1-10 mikromolar arasinda olup, bu miktar lipid
peroksidasyonunu baslatmak igin yeterlidir. Lipid peroksidasyonu; demir baglayan selatorler,
hidroksil temizleyicileri, katalaz, selenyum, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimlerle
Onlenebilir.

Enzimatik lipid peroksidasyonunda ise; siklooksijenaz ve lipooksijenaz kendi
substratlar1 olan yag asidlerinde belirli oranda lipid peroksidasyonu olusturur ve

hidroperoksidlerle, endoperoksidleri meydana getirir. Ayrica, ksantin-ksantin oksidaz
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sisteminden de O,  olusur ve bu radikal ferri-demir (Fe™)i ferroz-demir (Fe'™)’e
indirgeyerek lipid peroksidasyonunu baslatir. Olusan lipid peroksidler, fizyolojik sicaklikta
son derece dayaniksizdir. Ancak, demir ve bakir gibi geg¢is metalleriyle yaptiklar1 kompleksler
ile dekompozisyonlar1 uzar. Indirgenmis demir kompleksi, aynen H,0, ile verdigi reaksiyon

gibi, LOO" ile reaksiyona girerek, O-O bagimin ayrismasi sonucu alkoksil radikalini olusturur:

(Hizl1 reaksiyon)
R-OOH+Fe*-kompleks » Fe"-kompleks+ OH+RO (Alkoksil radikali)

(Yavas reaksiyon)
R—OOH+Fe+3—kompleks » F e+2—k0mpleks+H++ROO' (Peroksil radikali)

Ortaya ¢ikan bu lipid peroksid iirlinleri organizmada;

1. Membranlarin yap1 ve fonksiyonlarinda bozukluklara yol acarlar. Bu etkiler gerek
membran fosfolipidlerindeki yag asidlerinin oksidasyonu, gerekse biriken hidroperoksidlerin
duyarli amino asid kalintilarina yaptiklar1 oksidan etkilerinin kombinasyonu sonucu ortaya
cikar. Membrandaki yag asidi oksidasyonu, aldehid ve pentan gibi hidrokarbonlar1 iireterek
membran biitiinl{igliniin bozulmasina neden olur. Bunun sonucunda lizozomal membranlar
yirtilir, hidrolitik enzimler hiicre i¢ine bosalir ve hiicre hasarina yol agarlar.

2. Lipid peroksidler ve alkoksil radikaller, triptofan ve sistein gibi amino asidlere
ataklar yaparak protein yapisini bozar ve hasar meydana getirirler. Genel olarak aldehidler,
siilfidril (-SH) grubu ile reaksiyona girerken, malondialdehid (MDA) ise proteinlerin amino
gruplaria ataklar yaparak molekiil i¢i ya da proteinler arasi halkalar ile protein yapisini
bozar. Bu molekiillerin olusturduklar1 hasarlar, bazi hiicrelerde permeabiliteyi artirarak
hiicrenin 6liimiine yol agar.

3. Lipid peroksidasyonu sirasinda, aktiviteleri i¢in siilfidril ve amino grubuna
gereksinim duyan, Ozellikle hormonal uyarilara hiicrenin cevap verme imkanini saglayan
ylizey reseptorleri inhibe olur.

4. Hiicre membranina yakin yerlesimdeki DNA molekiilleri de lipid
peroksidasyonundan hasar goriirler ve bazen DNA nin replikasyonu yapilamaz.

5. Bazi aldehidler biyolojik sivilarda kemotaktik etki gosterirler.

6. Malondialdehid gibi aldehidler, diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)’1 modifiye ederek
metabolik yolu degistirebilirler (6,7,32,35,36).
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Proteinlere Etkisi

Proteinlein icerdikleri amino asidlerin oksidasyona duyarhiliklar1 farkli olmakla
birlikte sistin, sistein, tirozin, triptofan, histidin, metionin ve lizin kalintilarinin hassasiyetinin
yiiksek oldugu kabul edilmektedir. Siiperoksit radikalinin bu amino asidlerle daha yavas bir
reaksiyon verdigi ancak ‘'OH, H,O,, hipoklor6z asidlerin daha hizli oksidan etki gosterdikleri
tespit edilmistir. Bu nedenle, mikrosirkiilasyonda olusan ROB, ataklar sirasinda proteinlerin,
enzimlerin modifikasyonuna ve hiicre fonksiyonlarinin degismesine neden olur. Sonugta, Ca™"
ATP-az, Na'/K"~ ATP-az inaktivasyonuna ve glutamin sentetaz, piruvat kinaz, kreatin kinaz,
laktat dehidrogenaz, alkol dehidrogenaz ve a; proteinaz inhibitorlerinin inhibisyonuna yol

acar (32,37).

Karbonhidratlara Etkisi

Gegcis metalleri tarafindan katalizlenen bir reaksiyon ile serbest glikoz oksidasyona
maruz kalir. Bunun sonucunda reaktif oksidanlar ve protein reaktif dikarbonil bilesikleri
tiretilir. Sinoviyal sivinin viskozitesinde énemli role sahip aminoglikan yapidaki hyaliironik
asid, serbest radikallerle etkileserek bag dokusunun stabilitesinin bozulmasina ve sivinin

viskozitesinin kaybina neden olur (32).

ANTIOKSIDANLAR

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek {iizere organizmada antioksidan
savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma
mekanizmalar1 gelismistir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasindaki hassas
denge korunamadig: takdirde, hiicre hasarina kadar giden bir ¢ok patolojik degisiklik ortaya
cikmaktadir.

Antioksidanlarin  ilk  belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan lipidlerin
peroksidasyona karsi korunmasi olmustur. Bunun sonucu olarak, baslangicta antioksidanlar
lipid peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak tanimlanmislardir. Giinlimiizde ise
antioksidanlarin tanimu lipidlerin yani sira proteinler, niikleik asidler ve karbonhidratlar gibi
diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de icerecek sekilde genisletilmistir. Boylece,
antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksidan hasar1 engelleyen veya geciktiren maddeler
olarak tanimlanmakta ve bu tanimla baglantili olarak antioksidanlarin etkileri farkli sekillerde

olabilmektedir (38,39).
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Baslica antioksidan etki ¢esitleri sunlardir:
1.Reaktif oksijen tiirlerinin enzim reaksiyonlar1 aracilifiyla veya dogrudan
temizlenmesi,
2.Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,
3.Metal iyonlarin baglanmast ve boylece radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi,
4.Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.
Antioksidanlar ¢esitli kriterlere gore gruplanabilirler (Tablo 3 ve 4):
Yapilarina gore;
a)Enzimler
b)Enzim olmayan proteinler, kii¢iik molekiiller
Kaynaklarina gore;
a)Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b)Disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)
Coziintirliikklerine gore;
a)Suda ¢oziinenler
b)Lipidlerde ¢dziinenler
Yerlesimlerine gore;
a)Hiicre i¢inde bulunanlar

b)Plazma ve diger ekstraselliiler sivilarda bulunanlar

Enzimler

Sitokrom oksidaz: Mitokondrilerde solunum zincirinin en son basamaginda yer alan,
bakir igeren bir enzimdir. Solunum zincirindeki gorevini siirdiiriirken, stiperoksit radikalinin

suya doniisiimiinii de saglar. (38,40):

40," +4H +4e ——> 2H,0

Siiperoksit dismutaz: Bu enzim asagidaki reaksiyonu katalizleyerek siiperoksit
radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar. Boylece hiicre

i¢indeki O," diizeylerini azaltir (Tablo 3):

20, +2H" ———» H,0,+ 0,
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Tablo 3. Endojen antioksidanlar (5, 8,12)

Antioksidan Etki Mekanizmasi
1. Enzimler
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Hidrojen peroksit detoksifikasyonu
Katalaz Hidrojen peroksit detoksifikasyonu

Sitokrom oksidaz istemi

Stiperoksit dismutaz (SOD)

Hiicre O;’nin %95-98 nin detoksifikasyonu

Siiperoksit anyonlariin detoksifikasyonu

2. Enzim olmayanlar

e Lipid fazda bulunanlar
a-tokoferol
[-karoten

a-lipoik asid

0," ve ‘OH toplayici etki
0," ve ‘OH toplayic1 etki
HOCI, "OH ve 'O, toplayici

e Sivi fazda (hiicre sitoplazmasinda veya kan plazmasinda) bulunanlar

Albumin
Askorbik asid
Bilirubin
Ferritin

Glutatyon

Laktoferrin
Melatonin
Seruloplazmin
Sistein
Transferrin

Urat

LOOH ve HOCI toplayict etki

LOOH ve HOCI toplayicr etki

0, ve ‘OH toplayici etki

Doku demirinin baglanmasi

GSH-Px aktivitesinin desteklenmesi, O, ve ‘'OH
ile direkt reaksiyona girmesi
Dolasimdaki serbest demirin baglanmasi
SOD ve GSH-Px aktivitesini artirarak
Dolasimdaki demirin baglanmasi

SOD benzeri aktivite

Dolasimdaki serbest demirin baglanmasi

0" ve "OH toplayici etki

Stiperoksit dismutazin insanlarda iki izoenzimi vardir. Bunlar sitozolde bulunan

dimerik yapidaki bakir ve ¢inko i¢ceren Cu.Zn-SOD ile mitokondrilerde bulunan tetramerik

yapidaki 2 Mn iceren Mn-SOD’dir. Bu iki enzimden Cu.Zn-SOD siyaniirle inhibe olurken,

Mn-SOD siyaniirden etkilenmez.
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Tablo 4. Eksojen antioksidanlar (5,8,12)

Antioksidan

Etki Mekanizmasi

Ksantin Oksidaz Inhibitérleri
Allopurinol
Oksipurinol
Pterin aldehid
Tungsten

Ksantin oksidazla siiperoksit iiretiminin
inhibisyonu

NADPH Oksidaz Inhibitorleri
Adonezin
Kalsiyum kanal blokerleri
Lokal anestezikler
NADPH oksidaz monoklonal antikor
Non-steroid antiinflamatuar ilaglar

Notrofil ve makrofajlarda NADPH ile
siiperoksit iiretiminin inhibisyonu

Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Dogal SOD
IgA’ya baghh SOD
Lipozom kapsiillii SOD
Polietilen glikol SOD (PEG-SOD)

0," +2H" —— H,0,
Reaksiyonunun katalizlenmesi

Katalaz
Dogal katalaz
Lipozom kapsiillii katalaz
Polietilen glikol katalaz (PEG-katalaz)

2H,0, —» H,O0+0,
Reaksiyonunun katalizlenmesi

Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayicilar
Albumin
17-Aminosteroidler (Lazoroidler)
Bilirubin
Glutatyon
Mannitol
Urat

LOOH, HOCI toplayici etki
LOOH ve O, toplayici etki
0, ve ‘OH tutucusu

0," ve "OH toplayici etki
"OH toplayici etki

0" ve "OH toplayici etki

Demir Redoks Déngiisiiniin Inhibitorleri
Desferroksamin
Seruloplazmin

Serbest demir baglama

Glutatyon Peroksidaz Aktivitesini Artiranlar
Glutatyon
Melatonin
N-Asetil sistein

GSH-Px aktivitesinin artirirmasi
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Stiperoksit dismutazin fizyolojik gorevi, hiicreleri siiperoksit radikallerinin zararli
etkilerine kars1 korumaktir. Oksijen kullanimi yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir.
Buna karsilik ekstraselliiler sivilarda SOD aktivitesi ¢ok diigiiktiir (12,35,41,42,43).

Katalaz: Katalaz enzimi H,0O,’yi, oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizler:

2H,0; — > H, 0+ 0,

Enzim peroksizomlarda yerlesmistir. Yapisinda dort tane hem grubu bulunur.
Peroksidaz aktivitesi de vardir ve hidrojen peroksit, metil hidroperoksit gibi kiiciik

molekiillere etki eder. Lipid hidroperoksidlerine ise etkisi yoktur (8, 12, 44).

Glutatyon peroksidaz: Sitozolde yerlesik bir enzim olan GSH-Px tetramer yapidadir.
Dort selenyum atomu icerir. GSH-Px asagidaki reaksiyonlar1 katalizleyerek, hidrojen

peroksidin ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini saglar:

H,O,+2 GSH — GSSG +2 H,0
ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H,0

Glutatyon peroksidazin iki substrati vardir. Substratlarindan biri olan peroksitler alkole
indirgenirken, diger substrat olan GSH yiikseltgenir. Olusan yiikseltgenmis glutatyon
(GSSG), glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bir bagka reaksiyon ile tekrar indirgenmis

glutatyona doniisiir:

GSSG + NADPH + H" ———— 2 GSH + NADP"

Yapis1 ve fonksiyonlar1 ¢ok yakin zamanda aydinlatilabilmis olan bir diger GSH-Px,
“fosfolipid-hidroperoksit glutatyon peroksidaz” enzimidir. Bu enzim de selenyum igerir.
Ancak monomerik yapidadir. Zar yapisindaki fosfolipid hidroperoksitlerini, alkollere
indirgeyerek, oOzellikle E vitamininin yetersiz oldugu durumlarda peroksidasyona karsi

korunma saglar (38,45,46):

PL-OOH + 2 GSH—— GSGG + PL-OH + H,0
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Glutatyon transferaz: Dimerik yapidadir. Esas olarak sitozolde bulunur. Cok sayida
izoenzimi vardir. Yabanci maddelerin biyotransformasyonunda 6nemli rolleri olan GSH-
transferazlar ¢esitli endojen ve eksojen bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu katalizler

(12,38):

R-X+GSH —» GS-R+HX

Kiigiik Molekiiller

Askorbik asid (C vitamini): Askorbik asid, suda coziiniir
vitaminlerdendir. insanlarda sentezlenemediginden diyetle
alinmasi gerekir. Ozellikle yesil yaprakh taze sebze, meyve ve
turuncgillerde bol miktarda bulunur. Ince barsaklardan kolayca
emilir. Isitilmaya dayaniksiz, dondurulmaya dayamkhdir.
Dokularda ve plazmada askorbat iyonu seklinde bulunur. En
yiksek askorbat iceren dokular timus, adrenal bez ve korpus

luteumdur.

Askorbik asidin organizma i¢in Onemi, indirgeyici giiciiniin yliksek olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu 6zelligi ile hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak
gorev yapar. Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu icin gereklidir. Askorbik
asid, semidehidroaskorbat radikali {izerinden dehidroaskorbik aside yiikseltgenir.
Dehidroaskorbat da fizyolojik sartlarda glutatyon ile dogrudan veya enzimatik olarak etkilesir

ve askorbata indirgenir:

Askorbik asid —— Dehidroaskorbik asid + 2e + 2H' ———+» Askorbik asid

N\

GSH GSSG

Askorbik asid ayni zamanda giiclii bir antioksidandir, O,”, ‘OH ve 'O, ile kolayca
reaksiyona girerek onlar1 etkisizlestirir. Sulu fazda bulunmasma karsin lipid
peroksidasyonunu baslatic1 radikalleri temizleyerek, lipidleri ve zarlar1 da oksidan hasara
kars1 korur. E vitamininin geri donligiimiinde gorev alir, tokoferoksil radikalinin alfa-

tokoferole indirgenmesini saglar. Boylece E vitamini ile birlikte etkin bir sekilde LDL’yi
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oksidasyona kars1 korur. Ayrica, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini
engeller.

Askorbik asid, Fe™i Fe"™e indirgeyen siiperoksit radikali disindaki tek hiicre ici
molekiildiir. Bu etkisiyle, ferri-demiri indirger, Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile
etkilesmeye uygun olan ferro-demire doniistiiriir ve siiperoksit radikalinin {iretimine neden
olur. Bu 0zelligi C vitamininin pro-oksidan etkili olmasina neden olmaktadir

(12,38,47,48,49).

Glutatyon: Glutatyon, basta karaciger olmak tlizere pek cok dokuda yiksek
diizeylerde bulunan glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen bir tripeptidtir. Onemli bir
suda ¢Oziiniir antioksidan ve indirgeyici ajandir. Glutatyonun pek ¢cok metabolik gérevi vardir.
Glutatyon peroksidaz, GSH rediiktaz ve GSH transferaz gibi enzimlerin substrat veya ko-
substratidir. Glutatyon, serbest radikaller ve peroksidlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidan hasara karsi korur. Ayrica protein yapisindaki -SH gruplarimi indirgenmis halde
tutarak pek ¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller. Amino asidlerin membrandan
transportunu  saglar. Hemoglobinin methemoglobine déniismesini onler. Indirgenmis
glutatyon ¢esitli reaksiyonlarda yiikseltgenerek, GSSG’ye doniislir. Yiikseltgenmis
glutatyonun tekrar indirgenmesi NADPH’1n da kullanildig1 bir reaksiyonla olur. Bu sekilde
dokularda GSSG/GSH oran diisiik tutulur (<1/1000) (38).

E Vitamini: E vitamini tokoferol ve tokotrienol tlirevlerini kapsayan bir vitamindir.
Dogal olarak alfa, beta, gama, delta, eta ve zeta gibi ¢esitli sekilleri bulunmaktadir. Bunlarin
hepsi, izoprenoid takisi iceren bilesiklerdir. Antioksidan aktivitesi en yliksek olani alfa-
tokoferoldiir. Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip olan aromatik halka, aktif kismin
olusturur ve molekiiliin antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir. Bitkisel yaglar ve
tohumlar, E vitamininden zengin kaynaklardir. Yer fistigi, badem, pamuk yagi ve keten
tohumunda bulunur. Diyetle aliman E vitamini yagda ¢oziinmiis haldedir. Yag sindirimi
sirasinda acgiga ¢ikar ve emilir. Emilebilmesi i¢in safra asid diizeylerinin de normal sinirlarda
olmasi gerekir. E vitamini herhangi bir tasiyicit protein olmadan pasif difiizyonla emilir.
Dokularda, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre fraksiyonlarinda
bulunur. Cok gii¢lii bir antioksidan olarak, zarda bulunan fosfolipidlerin yapisindaki ¢oklu
doymamis yag asidlerini serbest radikallerin etkisinden koruyan ilk savunma hattini olusturur.
E vitamini, O,", ‘OH, '0,, LOOH ve diger radikalleri indirger. E vitamini ile GSH-Px serbest

radikallere karsi birbirlerini tamamlayic1 etki gosterirler. Glutatyon peroksidaz, olusan
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peroksitleri ortadan kaldirirken, E vitamini peroksitlerin yapimin1 engeller. E vitamini ve
selenyum birbirlerinin metabolizmasinda énemli rol oynarlar. Selenyum hem E vitamininin,
hem de lipidlerin emilimi i¢in gereklidir. Ayrica, E vitamininin lipoproteinler iginde
tutulmasina yardimer olur. E vitamini ise selenyum kaybini dnleyerek veya onu aktif sekilde
tutarak organizmanin selenyum ihtiyacint azaltir. E vitamininin zincir kirict antioksidan
olarak baglica fonksiyonu, lipid peroksidlerini etkisizlestirerek peroksidasyon zincir
reaksiyonunu sonlandirmaktir. Bu sirada olusan tokoferoksil radikali stabil bir molekiildiir.

Glukronik asid ile konjuge olur ve safra yolu ile atilir (49,50,51).

Karotenoidler ve retinoidler: Karotenoidler havug, domates, fasulye, portakal ve
diger narenciyelerde bulunan bitki pigmentleridir. A vitamininin metabolik 6n maddesi olan
beta-keroten bu karotenoidlerden baglicasidir. Retinoidler plazmada lipoproteinler ve retinol-
baglayicit protein araciligryla tasinirlar. Beta-karoten ve likopen gibi retinoidler LDL
yapisinda yer alir ve LDL’yi oksidasyona karsi korurlar. Karotenoidler, hiicreleri oksidan
strese kars1 ti¢ farkli sekilde korurlar:

a)Flavinler ve porfirinler gibi triplet uyaricilarin zararh etkilerini baskilama,

b)Singlet oksijeni baskilama,

c)Peroksil radikallerini temizlenme,

Karotenoidlerin antikarsinojen olduklar1 bilinmektedir. Ancak bu etki ve diger

biyolojik etkileri antioksidan 6zelliklerinden bagimsizdir.

Ubikinonlar: Ubikinonlar lipidlerde ¢o6ziinen ve izoprenoid taki igeren kinon
tiirevleridir. Soya yagi, et, balik gibi besinlerde ve bazi sebzelerde bulunurlar. Indirgenmis
sekilleri olan {iibikinoller, tibikinonlara kiyasla antioksidan olarak cok daha etkilidirler.
Insanlarda bulunan temel iibikinon koenzim Q’dur. Esas gdrevi olan solunum zincirindeki
redoks tastyiciliginin yaninda, oksijen kaynakli radikaller ve singlet oksijen ile etkileserek

lipid peroksidasyonunun baslamasini ve biyomolekiillerin hasar gérmesini engeller.

Flavonoidler: Lipidlerde c¢oziinen antioksidanlar sinifindan olan flavonoidler
bitkilerdeki kirmizi, mavi ve sar1 renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. Baslica besinsel
kaynaklar1 elma, portakal, limon gibi meyveler ile patates, karnabahar gibi sebzelerdir. Sarap
ve c¢ay gibi bitkisel kaynakli iceceklerde de bulunurlar. Flavonoidlerin farkli yollarla lipid
peroksidasyonunu engelledigi belirlenmistir:

a)Peroksidasyonu baglatan radikalleri tutmasi,
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b)Metal iyonlarini baglamasi,

c)Radikal olusturucu enzimleri inhibe etmesi.

Ancak, bazi flavonoidlerin metal iyonlariyla etkileserek pro-oksidan etki yaptigi da
saptanmustir (24,38).

Melatonin: En zararhi radikallerden "OH’ini ortadan kaldiran ¢ok gii¢lii bir
antioksidandir. Melatoninin bir diger onemli 6zelligi lipofilik olmasidir. Boylece hiicrenin
biitiin organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin engelini de kolayca
gecer. Bu nedenlerle ¢cok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterir. Melatoninin ¢ok
yiiksek dozlarda ve uzun siire kullaniminda bile toksik etkisi gozlenmemistir. Ayrica, bazi
antioksidanlar gibi pro-oksidan aktivitesi de yoktur. Deoksiriboniikleik asid hasarinin
melatonin tarafindan ¢ok etkili bir sekilde inhibe edildigi gosterilmistir. Yaslanma ile birlikte
melatonin iiretimi azalir. Bu durumun yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarin

patogenezinde dnemli olabilecegi diistiniilmektedir (52,53,54).

Urik asid: Normal plazma konsantrasyonlarinda antioksidan etki gosteren bir
molekiildiir. Antioksidan etkiyi ¢esitli yollarla gosterir:
a)Demir ve bakir iyonlarini baglayarak etkisizlestirir.

b)Singlet oksijen, HOCI, ‘OH, O," ve LOO" gibi reaktif oksijen tiirlerini temizler

Albumin: Yapisinda bulunan ¢ok sayidaki siilfidril grubu araciligiyla bakir iyonlarim
baglar ve lipid peroksidasyonunun baglamasini engeller. Bakir iyonlarimin baglanmasiyla
protein yapisinda hasar ortaya cikar. Ancak albumin yar1 6mrii oldukca kisa bir protein
oldugundan kolaylikla yenilenebilmektedir. Boylece bakir iyonlarinin diger proteinlerdeki
stilfidril gruplarma baglanmas1 ve bu proteinleri hasara ugratmasi engellenmis olur. Albumin
kanda serbest yag asidlerinin ve bilirubinin tastyicisidir. Bilirubinin lipid peroksidasyonunu

inhibe ettigi ve siiperoksit ve hidroksil radikallerinin toplayicisi oldugu bildirilmistir (12,38).

Diger Antioksidanlar

Yukarida so6zii edilen antioksidanlarin disinda, c¢ok sayida endojen molekiiliin
antioksidan etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu molekiiller arasinda sistein, histidin gibi amino
asidler ile safra asidleri, bilirubin gibi bilesikler ve sitokinler gibi yapilar1 ve islevleri ¢cok
farkli olan molekiiller vardir. Ayrica ¢esitli eksojen molekiillerin de antioksidan etkisi
bildirilmistir. Baglicalari; ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi radikal kaynagi enzimlerin

inhibitorleri, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, steroid yapida olmayan anti-
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enflamatuvarlar, r-SOD gibi rekombinant antioksidan enzimler, GSH-Px aktivitesini artiran
veya asetilsistein gibi benzer etki gésteren molekiiller, dimetilsiilfoksid, mannitol gibi serbest
radikal toplayicilari, desferroksamin gibi demir tutuculari, sodyum benzoat, propil galat gibi
besinlere eklenen koruyucular (38).

a-LIPOIK ASID

Alfa lipoik asid fizyolojik sistemlerde bulunan, tiyol grubu igeren ve antioksidan
aktivitesi olan 6nemli bir molekiildiir (55). Nispeten kii¢iik bir molekiildiir (MA: 206).
Yiikseltgenmis formunda intramolekiiler disiilfid bagi olusturan, disiilfid tlirevi bir oktanoik
asittir. Alfa lipoik asid’in okside olmus ditiyolan halkasi cevresel sartlara bagli olarak
molekiile yiiksek bir indirgeme 6zelligi kazandirmaktadir. Alfa lipoik asid ve DHLA’nin
kimyasal reaktivitesini saglayan da ditiyolan halkasidir. Bu yap1 a-LA’y1 bilinen tiyol iceren
diger biyomolekiiller arasinda 6zgiin kilmaktadir (42).

Alfa lipoik asid insan diyetinde yeterli miktarda bulunmasina ragmen, de novo olarak
mitokondride lipoik asid sentaz tarafindan sentezlenmektedir. Hem lipid hem de sulu ortamda
¢oziiniir, kolayca emilir ve hiicrelere taginarak, DHLA’ya indirgenir. Alfa lipoik asid hiicreye
girdikten sonra sitozolik enzimler olan GSH rediiktaz ve tiyoredoksin rediiktaz ve
mitokondrial enzim E; tarafindan indirgenmektedir. Alfa lipoik asid barsaktan emildikten
sonra, c¢esitli dokularda metabolik degisiklige ugradiktan sonra salgillanir. Lipoat
metabolizmasindaki katabolik siire¢ pentanoik asid yan zincirinin B-oksidasyonu iizerinden
gerceklesmektedir. Alfa lipoik asid metaboliti olan 3 ketolipoat, serbest a-LA’nin -
oksidasyonla salgilandigin1 géstermektedir (3,55).

Sitrik asid siklusundaki multienzim dehidrogenaz kompleksinin (piruvat dehidrogenaz
ve o ketoglutarat dehidrogenaz) kofaktoriidiir. Alfa lipoik asid ekzojen verildiginde serbest
radikal temizleyici, metal selasyon ve vitamin E, askorbik asid ve glutatyonun rejenerasyonu
gibi antioksidan 6zellikler gosterir (56). Dihidrolipoik asidin, a-LA’ya gore antioksidan etkisi
daha fazladir (3). Alfa lipoik asidin iki ayr1 izomerik konfigiirasyonu vardir. R formu dogal, S
formu ise sentetiktir (56). Rediikkte DHLA ve okside a-LA formlarmim her ikisi de "OH’i,
HOCI ve 1Oz dogrudan temizler, H,O; ise rediikler. Alfa lipoik asid ve DHLA dogal olarak
fizyolojik sistemlerde bulunduklarindan ideal terapotik antioksidan oldugu diisliniilebilir. Alfa
lipoik asid, antioksidan etkiye ilaveten bazi metabolik yollarda enzim aktivitelerini de
etkileyebilir. Hepatik mikrozomal enzimlerden sitokrom P4so rediiktaz ile disiilfid-tiol
degisimi yoluyla P45y rediiktazi inhibe edebilir. Nitrik oksit sentaz ile sitokrom Puso rediiktaz

homologdur. Bu yiizden o-LA nitrik oksit sentazi da inhibe edebilir (55).
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Dihidrolipoik asidin antioksidan etkisi kanitlanmis olmasina ragmen 6zellikle demirin
varliginda prooksidan etki gosterebilir. Dihidrolipoik asid invitro hem ferrik hem ferr6z demir
ile selat olusturur. Bu nedenle demirin oksidatif hasarini onler. Ancak ferritinden demirin
ayrilmasin1 ve Fe™ iin Fe™ye doniisiimiinii azaltarak oksidatif hasar arttirabilir (56).

Alfa lipoik asid ve DHLA’in antioksidan ve prooksidan olarak fonksiyon gosterme
yetenegi oksidan stresin tipi ve fizyolojik sartlar tarafindan belirlenmektedir. Tiyol bilesikleri
tarafindan olusturulan prooksidan etkilerin ¢ogu Oz'_, H,O, ve ‘OH olusmasina

baglanmaktadir (3).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢aligma; T.U. Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul onay: alinarak Trakya Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali aragtirma laboratuvarinda gergeklestirildi (Ek 1).

Deney Hayvanlar:

Agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 20 adet disi Spraque-Dawley rat
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nden temin edildi. Ratlar bazal
diyet ile beslendiler. 22 + 2 °C oda sicakligi, % 60 nem orani, 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik ritm saglandi. Ratlar rompun (0.01 ml/100 mg viicut agirlig1) ve ketalar (0.05 ml/100
mg viicut agirligl) anestezikleri uygulanarak sakrifiye edildiler. Karaciger doku o6rnekleri
almarak % 0.9’luk serum fizyolojik ile yikandi ve lipid peroksidasyonu ve glutatyon

Olciimleri i¢in analiz giinline kadar —70 °C’de saklandilar.

Kullanilan Malzemeler

Kimyasal maddeler:

Asetik asid (CH3;COOH) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
Butillenmis hidroksitoluen (C;sH»40) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
Bakaur stilfat (CuS0O4.5H,0) (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
2,2'-Dinitro-5,5'ditiobenzoik asid (C;4HsN,OsS;) (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
Etanol (mutlak) (C,;HsOH) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
Ferr6z amonyum siilfat ((NHa)2[Fe(SO4)2]) (Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
Folin ayiraci (Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
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Glutatyon (indirgenmis form) (C;oH;7N30¢S)
Hidrojen peroksit (H,O;)

a-Lipoik asid (CsH;40,S,)

n-Butanol (CH4H;,0)

Sodyum dodesil siilfat (C;,H25NaO4S)
Sodyum fosfat (monobazik) (NaH,PO4)
Sodyum fosfat (dibazik) (Na,HPOy)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum karbonat (Na,COs3)
Sodyum-potasyum tartarat (NaKC4H406.4H,0)
Sodyum sitrat (tribazik) (C¢HsNa3;07.2H,0)
Perklorik asid (%70) (HC1O4)

Piridin (CsHsN)

Tiyobarbitiirik asid (C4H4N>O,S)

Diger aletler ve cam malzemeler:
Cam malzemeler

Distile su cihazi : Niive, Almanya

(Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
(Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
(Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
(Pancreac Madrid-Ispanya)

(Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
(Pancreac Madrid-Ispanya)

(Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)
(Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
(Merck KgaA, Darmstadt-Almanya)

: Deney tiipleri, balon jojeler, beherler, v.d.

Elektronik tarti : Sartorius AG, Almanya

Etliv : Memmert 400, Almanya
Homojenizator : Glas-Col, Amerika

Manyetik karigtirict : Ikamag RH- Staufen, Almanya
Otomatik pipetler : Eppendorf, Socarex, Microlit
pH-metre : Inolab pH level 1 WTW, Almanya

Sogutmalr santrifiij

: Hettich Universal 30 RF, Almanya

Spektrofotometre : Shimadzu UV-160A, Japonya
Spektrofotometre : Shimadzu UV-1700A, Japonya
Su banyosu : GFL 1083, Almanya

Vorteks

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

: Velp Scientificia, Almanya

Ratlardan elde edilen karaciger dokular1 1/10 oraninda 0.1 M, pH 7.4 fosfat tamponu

ile homojenize edilerek homojenat havuzu hazirlandi. Homojenatlar 1700xg’de santrifiij

edildikten sonra slipernatantlar deney i¢in kullanildi.
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Doku Calisma Gruplar:

Hidrojen peroksit (15 mM) ve FAS (2 mM) kullanilarak 2 farkli yontemle lipid
peroksidasyon indiiksiyonu yapildi. Lipid peroksidasyonu indiiklenen deney diizenekleri 4 alt
gruba ayrildi ve bu gruplara sirastyla 0, 2, 4 ve 8 mM a-LA eklendi. Deney siiresince olusan

otooksidasyonu degerlendirmek {izere kontrol grubu olusturuldu (Tablo 5).

Tablo 5. Doku ¢caliyma gruplan

Hidrojen Peroksit Grubu Ferroz Amonyum Siilfat Grubu
Grup 1: 15 mM H,0, Grup 1: 2 mM FAS

Grup 2: 15 mM H,0, + 2 mM lipoik asid | Grup 2: 2 mM FAS + 2 mM lipoik asid
Grup 3: 15 mM H,0; + 4 mM lipoik asid | Grup 3: 2 mM FAS + 4 mM lipoik asid
Grup 4: 15 mM H,0; + 8 mM lipoik asid | Grup 4: 2 mM FAS + 8 mM lipoik asid

Grup 5: Kontrol Grup 5: Kontrol

Biyokimyasal Ol¢iimler
Lipid peroksidasyonu indiikklenmeden once ve indiiklendikten sonra belirlenen
zamanlarda inkiibasyondan alinan 6rneklerde MDA, GSH ve protein analizleri 10’ar kez

tekrarlanarak yapildi.

Malondialdehid Tayini
Prensip: Deneyin prensibi poliansatiire yag asidlerinin peroksidasyonu ile olugan son
tirtinlerden biri olan MDA’ nin sicak ortamda TBA ile olusturdugu bilesigin pembe-kirmizi

renginin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi esasina dayanir (57).

Deney: 50 pl siipernatant iizerine, %8 sodyum dodesil siilfat, %20’lik asetik asid ve
%0.8’lik TBA eklendi. Kaynama esnasinda otooksidasyonu engellemek ic¢in final
konsantrasyonu 0.1 mM olacak sekilde BHT eklendi. Tiipler kaynar su banyosunda 60 dakika
bekletildikten sonra sogutularak iizerlerine n-butanol/piridin (15:1) karisimi eklendi. Tiipler
iyice karnstirildiktan sonra 1700xg’de 10 dakika santrifiij edilerek, butanol/piridin fazi
ayrildiktan sonra renk derisimleri butanol/piridin koriine karst 532 nm dalga boyunda

spektrofotometrede 6l¢iildii.
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Malondialdehid bis standart olarak kullamldi. Her bir
standart 2’ser kez calisilarak, yogunluk-absorbans grafigi cizildi
(Sekil 2). Regresyon analizi ile saptanan formiil kullanilarak
orneklerdeki MDA yogunluklar1 hesaplandi. Bulunan degerler
dokuda protein miktari ile oranlanarak nmol/mg protein seklinde

ifade edildi.
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Sekil 2. Malondialdehid bis standart grafigi.
Glutatyon Tayini

Prensip: Deneyin prensibi indirgenmis glutatyonun siilfidril gruplar1 bazik ortamda
2,2'-Dinitro-5,5’ditiodibenzoik asid ile sar1 renkli bir bilesik olusturmasi ve bu bilesigin
renginin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi esasina dayanir (58).

Homojenatta proteinler c¢oktiiriildikkten sonra, berrak
supernatantlarda Ellman reaktifi ile meydana gelen reaksiyon
urinii 412 nm’de spektrofotometrik olarak olciildii. Standart

egrinin hazirlanmas1 icin; 87.5, 175, 350 ve 700 pM
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yogunluklarinda GSH cozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme
gore 2’ser kez cahlisilarak yogunluk-absorbans grafikleri cizildi
(Sekil 3). Regresyon analizi ile saptanan formiil kullanilarak
orneklerdeki GSH yogunluklar1 hesaplandi. Bulunan degerler
dokuda protein miktar1 ile oranlanarak nmol/mg protein olarak

ifade edildi.
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Sekil 3. Glutatyon standart grafigi.

Total Protein Tayini
Prensip: Alkali ortamda bakir iyonlar1 peptid baglar1 ile kompleks olusturur. Bakir-

peptid kompleksleriyle Folin ayiraci reaksiyona girerek mavi-mor renk olusur (59).

Alkalen bakir ayiraci: 10 gr Na,COs, 0,25 gr Na-K tartarat, 0.05 gr CuSOs, bir
miktar 0.5 N NaOH i¢inde ¢6ziildii ve ¢ozelti 0.5 N NaOH ile 100 ml’ye tamamlandi.
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Folin ayiraci: 2 N Folin ayiract 1/18 oraninda sulandirildi ve deney oncesi taze

hazirlandi.

Deney: Doku siipernatantlar1 1/4 oraninda serum fizyolojik ile sulandirild1 ve vorteks
karistiricr ile iyice karistirildi. 20 pl sulandirilmig homojenat {izerine 180 pl serum fizyolojik
ve 200 ul alkalen bakir eklendi. Iyice karigtirip 10 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra
800 pl sulandirilmus folin ayiraci eklendi. Ornekler 30 dakika sonra 660 nm dalga boyunda

reaktif koriine kars1 spektrofotometrede 6l¢iildii.

Human albumin standart olarak kullanilarak, yogunluk-
absorbans grafigi cizildi (Sekil 4). Regresyon analizi ile saptanan
formil  kullamlarak  orneklerdeki protein  yogunluklarn

hesapland.
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Sekil 4: Protein standart egrisi.

[statistiksel Degerlendirme

Verilerin istatiksel degerlendirilmesi i¢in Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig
Bilgi Islem Dairesi’nde bulunan S0064 Minitab Release 13 (Lisans no:WCP 1331.00197)

paket programi kullanildi. Her bir grupta verilerin parametrik varsayimlari yerine getirip
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getirmedigini incelemek icin normal dagilima uygunluk ve varyanslarin homojenligi testleri
yapildi. Gruplarin arasindaki farkliliklar; normal dagilima uyan ve homojen olan veriler
Varyans Analizi (ANOVA) Tukey diizeltmesi ile, normal dagilima uymayan veya homojen
olmayan veriler ise Kruskal Wallis Varyans Analizi ve arkasindan anlamli bulunan
parametreler Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Her bir grubun kendi i¢inde farkli
zamanlardaki degisimlerini degerlendirmek i¢in Friedman Varyans Analizi testi ve arkasindan
anlamli bulunan parametrelere Wilcoxon Eslestirilmis Iki Ornek Testi uygulandi. Korelasyon
analizi i¢in Spearman testi kullanildi. Elde edilen degerler ortalamatstandart sapma
(Ort.£SD) olarak ifade edildi ve p<0.05’ in altindaki farkliliklar anlamli olarak
degerlendirildi.
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BULGULAR

Hidrojen Preoksitle Uyarilan Oksidan Streste Alfa Lipoik Asidin Cesitli

Yogunluklarinin Malondialdehid Olusumuna Etkisinin incelenmesi

Malondialdehid diizeyinin zamana gore degismesinin incelenmesi: Hidrojen
peroksit ile oksidan stres uyarilmig deney diizeneginde a-LA kullaniminin MDA diizeylerine
etkisi Sekil 5’te goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda; MDA diizeylerinin 10. dakikadan itibaren anlamli olarak
artmaya basladigi, 90-120, 150-180, 300-360. dakikalarda yiikselisin durdugu ve sonra 1440.
dakikaya dek artisin devam ettigi gézlendi. Duraklamalarin oldugu zamanlar haricinde diger
Olgiimlerin herbiri kendinden oOnceki degerden anlamli olarak yiiksekti (10 ve 240.
dakikalarda p<0.05, 15 ve 1440. dakikalarda p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).

2 mM a-LA grubunda; MDA diizeylerinin 60. dakikadan itibaren anlamli olarak
artmaya basladigi, 120-150. dakikalar arasinda yiikselisin durakladig1 ve sonra 1440. dakikaya
kadar artisin devam ettigi gozlendi. Duraklamanin oldugu zamanlar haricinde diger
Olcimlerin her biri kendinden oOnceki degerden anlamli olarak yiiksekti (60 ve 300.
dakikalarda p<0.05, 90. dakikada p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).

4 mM a-LA grubunda; MDA diizeylerinin 90. dakikadan itibaren anlamli olarak
artmaya bagladigi, 120-150 ve 240-300. dakikalar arasinda yiikselisin durakladigi ve sonra
1440. dakikaya kadar artisin devam ettigi gozlendi. Duraklamalarin oldugu zamanlar
haricinde diger dl¢limlerin her kendinden 6nceki degerden anlamli olarak yiiksekti (360 ve

1440. dakikalarda p<0.05, 180. dakikada p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).
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8 mM a-LA grubunda; 90, 240, 300 ve 720. dakikalardaki MDA diizeylerinin her biri
kendinden onceki degerden anlamli olarak arttig1 gozlendi (sirastyla p<0.05, p<0.01, p<0.001
ve p<0.01).

Kontrol Grubunda; MDA diizeylerinde 120, 180, 240, 300, 360. ve 720. dakikalarda
anlamli artiglar oldugu gozlendi (300 ve 720. dakikalarda p<0.05, diger dakikalarda p<0.001).
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Sekil 5. Hidrojen peroksitle uyarillan oksidan stres durumunda ve cesitli yogunluklarda
o—LA  kullanommin zamana bagh olarak MDA olusumuna etkisi.
(Karsilastirmalar bir onceki olciime gore Wilcoxon Iki Ornek testi kullanilarak

yapilmistir *p<0.05, §p<0.01 ve 1p<0.001).
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Gruplar arasindaki farkhliklarin incelenmesi: Hidrojen peroksit ile oksidan stres
uyarilmis deney diizeneginde ¢esitli dozlarda a-LA kullaniminin MDA diizeylerine etkisi

Tablo 6’te goriilmektedir.

Tablo 6. Rat karaciger homojenatlarinda hidrojen peroksit ile uyarilan oksidan streste
alfa lipoik asid kullamiminin malondialdehid diizeylerine etkisi

Zaman MDA Diizeyleri (nmol/mg protein)
(dk) Aktivasyon 2 mM 4 mM 8§ mM Kontrol
0t 1.44+0.02 1.4340.02 1.414+0.03 1.4140.03 1.402+0.04
5t 1.47+0.05 1.41+0.04 b* 1.41+0.02  b* 1.3840.03  b*** 1.4240.03
10t 1.50+0.03  a** 1.414£0.04 b*** | 14340.03  b*** | 1.41+0.04 b*** 1.4440.04
15t 1.5740.04  a*** | 14540.05 b*** | 14540.02  b*** | 14340.02 b*** 1.4440.03
30° 1.7240.03  a*** | 14740.02 b*** | 14440.03  b*** | 144+40.03 b*** 1.49+0.06
60° 2.24+0.06  a*** | 1.54+0.05 b*** | 1.45+£0.03  b*** | 1.4440.03 b*** 1.52+0.03
C** C**
90° 2.56+0.05 a*** | 1.62+0.03 b*** | 155+£0.04  b*** | 1.5240.04 b*** 1.54+0.03
C* C***
120t 2.61+0.06  a*** | 1.68+0.04 b*** | 15740.04  b*** | 1.53+0.02 b*** 1.6110.04
C*** C***
150° 2.88+0.08  a*** | 1.69+0.03 b*** | 1.61£0.04  b*** | 1.54+0.04 b*** 1.57£0.03
C** C***
d**
180° 2.92+0.04 a*** | 1.86+0.06 b*** | 1.7240.04  b*** | 155+0.04 b*** 1.70£0.04
cX* CHHk,
dx**
240° 2.97+0.05 a*** | 2.10+0.06 b*** | 1.85£0.09  b*** | 1.60+0.02 b*** 1.8020.07
c*** C***,
dx**
300° 3.04+0.07  a*** | 2.17+0.05 b*** | 1.90+0.05  b*** | 1.71+0.06 b*** 1.8840.05
cH** CHHk
dx**
360° 3.10+0.06  a*** | 229+0.03 b*** | 195+0.05  b*** | 1.73+0.05 b*** 1.96+0.04
C*** C***,
d***
540° 3.5240.05 a*** | 2.77+0.06 b*** | 2.1440.05  b*** | 1.76+0.05 b*** 1.9710.03
C*** C***,
d***
720° 3.95£0.11  a*** | 3.0940.05 b*** | 25240.07  b*** | 1.90+0.06 b*** | 2.02+0.02
C*** C***,
d***
1440° 42140.13  a*** | 3.44+0.07 b*** | 2.60£0.07 b*** | 1.95£0.05 b*** | 2.03+0.05
C*** C***,
gr**

t: Varyans Analizi (ANOVA) Tukey diizeltmesi ile, 5. Mann-Whitney U testi ile karsilagtirmalar yapilmustir.
a: Kontrol ile, b: Aktivasyon grubu ile, c: 2 mM o-LA grubu ile, d: 4 mM o-LA grubu ile.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Aktivasyon grubunda; 0 ve 5. dakikalardaki MDA diizeyleri kontrol grubundakinden
farkl1 degilken, 10. dakikada (p<0.01) ve sonraki zamanlarin tiimiinde kontrol grubunun
degerlerinden ileri derecede yiiksekti (hepsi i¢cin p<<0.001).

2 mM oa-LA grubunun 0. dakikadaki MDA diizeyi aktivasyon grubundan farkli
degildi. 5. dakikadaki (p<0.05) ve sonraki tiim ol¢iimlerdeki (hepsi i¢in p<0.001) MDA
diizeyleri aktivasyon grubununkilerden diistiktii.

4 mM o-LA grubunun 0. dakikadaki MDA diizeyi, aktivasyon gruplarindan farkli
degildi. 5. dakikadaki (p<0.05) ve sonraki tiim ol¢iimlerdeki (hepsi i¢in p<0.001) MDA
seviyeleri aktivasyon grubununkilerden diisiiktii. 2 mM a-LA grubu ile kiyaslandiginda 60.
dakikaya kadar fark olmadigi gozlendi. 60. dakikadan 1440. dakikaya kadar olan
Olciimlerdeki MDA seviyeleri anlamli derecede yiiksekti (hepsi i¢cin p<<0.001).

8 mM a-LA grubunun 0. dakikadaki MDA diizeyi aktivasyon, 2 ve 4 mM o-LA
gruplarindan farkli degildi. 5. dakikadan itibaren aktivasyon grubunun degerlerinden ileri
derecede diisiiktii (hepsi i¢in p<<0.001). Bu gruptaki MDA seviyeleri; 2 mM grubundan 60.
dakika (p<0.01) ve sonrasinda (hepsi i¢in p<0.001), 4 mM grubundan da 150. dakika (p<0.01)
ve sonrasinda (hepsi i¢in p<0.001) diistiktii.

Malondialdehid degerleri 2 mM grubunda 60. dakika, 4 mM grubunda 360. dakika ve
8 mM grubunda da 150. dakikaya kadar kontrol grubu ile paralel seyretti. 2 ve 4 mM
gruplarinda daha sonraki dakikalarda kontrol grubuna gore anlamli yiikselisler olurken (hepsi

i¢cin p<0.001), 8 mM grubunda ise diisiis vard1 (p<0.05).

Ferréoz Amonyum Siilfat ile Uyarilan Oksidan Streste Alfa Lipoik Asidin Cesitli

Yogunluklarinin Malondialdehid Olusumuna Etkisinin incelenmesi

Malondialdehid diizeyinin zamana gore degismesinin incelenmesi: Ferroz
amonyum siilfat ile oksidan stres uyarilmis deney diizeneginde a-LA kullaniminin MDA
diizeylerine etkisi Sekil 6’da goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda; MDA diizeylerinin 30. dakikadan itibaren anlamli olarak
artmaya basladig1, 300-540 ve 720-1440. dakikalar arasinda yiikselisin durdugu gozlendi.
Duraklamalarin oldugu zamanlar haricindeki MDA degerlerinin her biri kendinden

oncekinden anlamli olarak yiiksekti (180. dakikada p<0.05, diger dakikalarda p<0.001).
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Sekil 6. Ferroz amonyum siilfatla uyarilan oksidan stres durumunda ve cesitli
yogunluklarda o—LA kullaniminin zamana bagh olarak MDA olusumuna
etkisi (Karsilagtirmalar bir onceki o6lciime gore Wilcoxon iki Ornek testi
kullanilarak yapilmistir*p<0.05, §p<0.01 ve 1p<0.001).

2 mM o-LA grubunda; MDA diizeylerinin 30. dakikadan itibaren anlamli olarak
artmaya basladigi, 300-360 ve 540-720. dakikalar arasinda durakladigi ve artisin 1440.
dakikaya kadar devam ettigi gozlendi. Artisin gozlendigi Olgiimlerin her biri kendinden

onceki degerden anlamli olarak yiiksekti (30. dakika p<0.05, 180. dakika p<0.01, diger
dakikalarda p<0.001).
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4 mM o-LA grubunda; MDA diizeylerinin 60. dakikadan itibaren anlamli olarak
artmaya basladigi, 360-540. dakikalar arasinda durakladigi ve sonra artisin 1440. dakikaya
dek devam ettigi gozlendi. Artisin gézlendigi Olgtimlerin her biri kendinden 6nceki degerden
anlamli olarak yiiksekti (90. dakika p<0.01, 180. dakika p<0.05, diger dakikalarda p<0.001).

8 mM a-LA grubunda; MDA diizeylerinin 60. dakikadan itibaren anlamli olarak
artmaya bagladigi, 90-120 ve 240-540. dakikalar arasinda durakladigi, daha sonra artisin
1440. dakikaya kadar devam ettigi gozlendi (60 ve 180.dakikalar p<0.05, 90. ve 150.dakikalar
p<0.01, 720 ve 1440. dakikalar p<0.001).

Kontrol grubunda; MDA diizeylerinin 60. dakikadan itibaren anlamli olarak artmaya
basladigi, 120-150 ve 360-720. dakikalar arasinda durakladigi, daha sonra artisin 1440.
dakikaya kadar devam ettigi gézlendi (hepsi i¢in p<0.05).

Gruplar arasindaki farkhliklarin incelenmesi: Ferr6z amonyum siilfat ile oksidan
stres uyarilmis deney diizeneginde ¢esitli dozlarda a-LA kullannminin MDA diizeylerine
etkisi (Tablo 7)’de goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda; baslangigtan 1440. dakikaya kadar her bir zaman birimindeki
MDA diizeyleri kontrol grubundakinden anlamli derecede yiiksek bulundu (hepsi igin
p<0.001).

2 mM a-LA grubunun 0 ve 5. dakikalardaki MDA diizeyi aktivasyon grubundan farkli
degildi. 10 ve 15. dakikalar (her ikisi i¢in p<0.05) ve sonraki tiim Ol¢iimlerde (hepsi i¢in
p<0.001) MDA seviyeleri aktivasyon grubununkilere gére anlamli derecede diistiktii.

4 mM a-LA grubunun MDA seviyeleri 10. dakikaya kadar, aktivasyon ve 2 mM a-LA
gruplarindan farkli degildi. 15. dakika ve sonraki tiim dl¢limlerde MDA seviyeleri aktivasyon
ve 2 mM a-LA gruplarininkinden diisiiktii (hepsi i¢in p<0.05).

8 mM oa-LA grubunun MDA seviyeleri 10. dakikaya kadar aktivasyon, 15. dakikaya
kadar 2 mM o-LA ve 30. dakikaya kadar 4 mM o-LA gruplarindan farkli degildi. 8§ mM o-
LA grubunda bu dakikalardan sonraki tiim dl¢limlerde MDA seviyeleri aktivasyon, 2 mM ve
4 mM a-LA gruplarina gore diisiiktii (hepsi i¢in p<0.05).

Malondialdehid degerleri tim o-LA gruplarinda deneyin basindan sonuna kadar

kontrol grubu degerlerinden yiiksek seyretti.
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Tablo 7. Rat karaciger homojenatlarinda ferroz amonyum siilfat ile uyarilan oksidan

streste alfa lipoik asid kullaniminin malondialdehid diizeylerine etkisi

Zaman a-Lipoik Asid Konsantrasyonu (mM)
(dk) 0 mM 2 mM 4 mM 8 mM Kontrol
0t 1.61£0.03  a*** | 1.60£0.04 1.60+0.03 1.58+0.05 1.460.05
5t 1.60£0.05 a*** | 1.5940.04 1.59+0.05 1.5940.03 1.45+0.05
10t 1.64+0.03  a*** | 159+0.02 b* 1.6240.02 1.60+0.03 1.4610.04
C*
15t 1.67+0.03  a*** | 1,6240.03 b* 1.6240.03  b* 1.61£0.03  b* 1.48+0.02
30° 1.87+£0.05  a*** | 1.68+0.03 b*** | 1.61£0.04 b*** | 1.6240.03 b*** 1.49+0.03
C* C**
60t 2.25+0.05  a*** | 193+0.04 b*** | 1.82+0.05 b*** | 1.66+£0.02 b*** 1.54+0.04
C*** C***
d***
90t 2.7240.08  a*** | 2.08+0.05 b*** | 193+0.06 b*** | 1,7240.03 b*** 1.560.05
Rk Rk
dgr**
120° 3.0840.10  a*** | 239+0.06 b*** | 2.11+0.04 b*** | 1.73+0.03 b*** 1.66x0.04
C*** C***
dx**
150° 3.9940.11  a*** | 27240.06 b*** | 231+0.08 b*** | 1.86+0.06 b*** 1.67+0.03
C*** C***
d***
180t 4.17+0.06  a*** | 2.80+0.05 b*** | 239+0.05 b*** | 1.93+£0.04 b*** 1.72+0.04
C*** C***
d***
240t 4.55+0.08 a*** | 319+0.07 b*** | 2.66+£0.04 b*** | 193+£0.05 b*** 1.78+0.04
C*** C***
d***
300° 4.71+£0.10  a*** | 32440.05 b*** | 305+£0.08 b*** | 195+0.06 b*** 1.81+0.04
C*** C***
grx*
360° 475£0.09  a*** | 3.70+£0.09 b*** | 3.1440.06 b*** | 2.01£0.05 b*** 1.86£0.03
Rk Rk
gr**
540° 4.8440.07  a*** | 3.74+0.05 b*** | 3.08£0.07 b*** | 2.00£0.06 b*** 1.85+0.05
C*** C***
dx**
720° 5.1540.11  a*** | 4.02+0.07 b*** | 341+0.10 b*** | 2.15+0.05 b*** 1.88+0.03
C*** C***
d***
1440° 5.2340.11  a*** | 434+0.10 b*** | 359+0.08 b*** | 226+0.05 b*** 1.96+0.05
Rk Rk
dx**

t: Varyans Analizi (ANOVA) Tukey diizeltmesi ile, 8. Mann-Whitney U testi ile karsilagtirmalar yapilmistir.

a: Kontrol ile, b: Aktivasyon grubu ile, c: 2 mM a-LA grubu ile, d: 4 mM o-LA grubu ile.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Hidrojen Peroksit fle Olusturulan Oksidan Streste Cesitli Yogunluklarda Alfa
Lipoik Asid Kullaniminin Glutatyon Degisimine Etkisi

Glutatyon diizeyinin zamana gore degismesinin incelenmesi: Hidrojen peroksit ile
oksidan stres uyarilmis deney diizeneginde a-LA kullaniminin GSH diizeylerine etkisi Sekil
7’de goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda; GSH diizeylerinin baslangigtan itibaren 150. dakikaya kadar
gittikce azaldigi, 150. dakikadan sonra anlamli bir degisikligin olmadigr goézlendi. 120.
dakikaya kadar tespit edilen GSH seviyelerinin her biri bir 6nceki 6l¢iim zamanindan anlaml
derecede diisiiktii (hepsi i¢in p<0.001). 150. dakikadaki GSH diizeyi de 120. dakikadakinden
diisiiktii (p<0.05).

2 mM a-LA grubunda; GSH diizeylerinin baslangictan itibaren 150. dakikaya kadar
gittikce azaldigi, 150. dakikadan itibaren ylikselise gectigi gozlendi. Glutatyon diizeyinin
giderek azaldigi ilk 150 dakikada 90. dakika hari¢ her bir 6l¢lim zamanindaki GSH diizeyi bir
onceki diizeyden anlamli derecede diisiiktii (5 ve 30. dakikalarda p<0.01, digerler dakikalarda
p<0.001). Glutatyon diizeyinin giderek arttigi donemde ise 360 ve 720. dakikalar haricinde
her bir 6l¢iim zamanindaki GSH diizeyi bir 6nceki diizeyden anlamli derecede yiiksekti (180.
dakikada p<0.05, diger dakikalarda p<0.001).

4 mM o-LA grubunda; GSH diizeylerinin baslangictan itibaren 150. dakikaya kadar
gittikce azaldigi, 150. dakikadan itibaren yiikselise gectigi gozlendi. Glutatyon diizeyinin
giderek azaldigi ilk 150 dakikada 90. dakika hari¢ her bir 6l¢lim zamanindaki GSH diizeyi bir
onceki diizeyden anlamli derecede diistiktii (30. dakikada p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).
180. dakikadan deneyin sonlandirildig1 1440 dakikaya kadar GSH diizeyleri bir 6nceki 6l¢iim
zamanindan anlamli derecede yiiksekti (1440. dakikada p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).

8 mM a-LA grubunda, GSH diizeylerinin baglangigtan itibaren 150. dakikaya kadar
gittikce azaldigi, 150. dakikadan itibaren yiikselise gegtigi gozlendi. 150. dakikaya kadar
tespit edilen GSH diizeylerinin her biri bir onceki Ol¢lim zamanindan anlamli derecede
diisiiktii (5. dakikada p<0.05, 10. dakikada p<0.01, diger dakikalarda p<0.001). Glutatyon
diizeyinin giderek arttig1 donemde ise 720. dakika haricinde her bir 6l¢lim zamanindaki GSH
diizeyi bir oOnceki diizeyden anlamli derecede yiiksekti (360. dakikada p<0.05, diger
dakikalarda p<0.001).
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Sekil 7. Hidrojen peroksitle uyarilan oksidan stres durumunda ve cesitli yogunluklarda
o—LA kullaniminin zamana GSH degisimine etkisi (Karsilastirmalar bir onceki
olgiime gore Wilcoxon Iki Ornek testi kullamlarak yapilmistir *p<0.05, §p<0.01
ve 1p<0.001).

Kontrol grubunda; GSH diizeylerinin baslangigtan itibaren 240. dakikaya kadar
gittikce azaldigi, 240. dakikadan 1440. dakikaya kadar anlamli bir degisikligin olmadigi

gozlendi. 15 ve 180. dakikalar disinda 240. dakikaya kadar tespit edilen GSH diizeylerinin her
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biri bir O6nceki 6l¢iim zamanindan anlamli derecede diisiiktii (5. dakikada p<0.05, 240.
dakikada p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).

Ilk 150 dakika igindeki GSH tiiketim hizi a-LA kullanilan gruplarda aktivasyon ve
kontrol gruplarina gore anlamli olarak daha yavasti (hepsi icin p<0.001). 150. dakikadan
sonra GSH rejenerasyon hizi ise a-LA kullanilan gruplarda aktivasyon ve kontrol gruplarina
gore anlamli olarak daha hizliydi (hepsi i¢in p<0.001) ve bu durum doza bagimliyd: (Tablo
8).

Tablo 8. Hidrojen peroksit ile uyarilan oksidan streste alfa lipoik asid
kullaniminin glutatyon tiiketim ve rejenerasyon hizlarina etkisi

Gruplar GSH tiiketim h1izi | GSH rejenerasyon hiz

(nmol.mg pr'l.dak'l) (nmol.mg pr'l.dak'l)

Aktivasyon 0.152+0.007 a* 0.0001+0.001
2mM 0.123+£0.007 a*** 0.012+0.001  a***
b*** b***
4 mM 0.115+£0.005 a*** 0.022+0.001  a***
b*** b***
C***
8§ mM 0.113+£0.006 a*** 0.034+0.001  a***
ok Pk
C* C***
d***

Kontrol 0.164+0.007 -0.001+0.001

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

Gruplar arasindaki farkhhklarin incelenmesi: Hidrojen peroksit ile oksidan stres
uyarilmis deney diizeneginde cesitli dozlarda a-LA kullanimimnin MDA diizeylerine etkisi
Tablo 9’da goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda; baglangictan itibaren 1440. dakikaya kadar her bir zaman
birimindeki GSH diizeyleri kontrol grubundakinden anlamli derecede diisiik bulundu (hepsi
icin p<0.001).

2 mM a-LA grubunun 0, 5, 15 ve 60. dakikalardaki GSH diizeyleri aktivasyon
grubununkinden farkli degildi. Farkliligin olmadigi zamanlar haricinde bu gruptaki GSH
diizeyleri, aktivasyon grubununkilerden 10. dakikadan itibaren yiiksekti. Glutatyon diizeyleri,
kontrol grubuna gore 60. dakikaya dek diisiik, (hepsi i¢in p<0.001), 90. dakikadan 150.
dakikaya kadar benzer, 180. dakikadan sonra yiiksek (hepsi i¢in p<0.001) seyretti.
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Tablo 9. Rat karaciger homojenatlarinda hidrojen peroksit ile uyarilan oksidan streste
alfa lipoik asid kullamiminin glutatyon diizeylerine etkisi

Zaman a-Lipoik Asid Konsantrasyonu (mM)
(dk) 0 mM 2 mM 4 mM 8 mM Kontrol
0t 40.96+0.88  a*** | 40.28+1.07 40.32+0.62 40.57+0.60 45.60+0.96
5t 38.13£0.93  a*** | 38.53%1.00 38.13+0.62 38.61+1.20 43.96+0.91
10t 34.1040.75  a*** | 36.73£0.76  b*** | 36.64+0.82  b*** | 36.99+0.82 b*** | 40.46+0.80
15t 33.61£0.98  a*** | 33.82+0.69 34.56+£0.91 35.83+£0.83  b*** | 39.90+0.67
C***
d*
30t 29.6740.60  a*** | 32.6240.61  b*** | 32.75+0.83  b*** | 33.86+0.64 b*** | 34.13+0.75
C**
d*
60t 27.17+0.89  a*** | 27.42+0.80 28.04+0.89 30.39+0.80  b*** | 30.68+0.72
cH**
dgrxx*
90° 22.35+0.55  a*** | 27514042 b*** | 27.6640.56  b*** | 27.7840.76 b*** | 26.94+0.76
120t 18.90£0.66 ~ a*** | 23.9840.82  b*** | 24.51+£0.54  b*** | 25314£0.70 b*** | 23.624+0.51
C*
150° 18.10+.0.57 a*** | 21.81£0.47 b*** | 23,05+0.38  b*** |23,60+0.40 b*** | 21.04+0.69
Rk cH**
d*
180° 17.67+0.62  a*** | 22.51+0.63  b*** | 2588+0.55  b*** | 3348+0.86 b*** | 20.41+0.39
ok cHE*
d***
240° 17.69+0.49  a*** | 26.18+0.47 b*** | 3479+0.65  b*** | 4377+1.09 b*** | 19.8140.43
C***
C*** d***
300° 17.71£0.47  a*** | 28.6310.66 ~ b*** | 37.22+0.83  b*** | 5223+1.36 b*** | 19.60+0.40
C*** C***
d***
360° 17.7540.60  a*** | 29.0140.65 b*** | 42.65+1.20  b*** | 5511+1.13 b*** | 19.61+0.53
oHHE cHRE
d***
540° 17.8340.50  a*** | 32.7340.72  b*** | 4495+1.32  b*** | 5557+1.59 b*** | 19.53+0.47
Rk cH**
g
720° 17.94+0.45  a*** | 33334078 b*** | 48294147  b*** |63.79£1.23 b*** | 19.49+0.63
ok cHE*
d***
1440° 18.24+0.47  a** 36.59+1.21  b*** | 515341.39  b*** | 67224+1.47 Db*** | 19.36+0.60
ok cHE*
d***

t: Varyans Analizi (ANOVA) Tukey diizeltmesi ile,

a: Kontrol ile, b: Aktivasyon grubu ile, c: 2 mM o-LA grubu ile, d: 4 mM o-LA grubu ile.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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4 mM o-LA grubunun 0, 5, 15 ve 60. dakikalardaki GSH diizeyleri aktivasyon ve 2
mM gruplarininkilerden farkli degildi. Farkliligin olmadigi zamanlar haricinde bu gruptaki
GSH diizeyleri, aktivasyon grubununkinden 10. dakikadan itibaren, 2 mM grubununkinden
150. dakikadan itibaren (hepsi i¢in p<0.001) yiiksekti. Glutatyon diizeyleri, kontrol grubuna
gore 60. dakikaya dek diisiik, (hepsi i¢in p<0.001), 90. dakikadan 120. dakikaya kadar benzer,
150. dakikadan itibaren yiiksek (hepsi i¢in p<0.001) seyretti.

8 mM a-LA grubunun GSH diizeyleri 10. dakikaya kadar aktivasyon, 15. dakikaya
kadar 2 ve 4 mM o-LA gruplariminkinden farkli degildi. 8 mM o-LA grubunda bu
dakikalardan sonraki tiim Ol¢iimlerde GSH diizeyleri aktivasyon, 2 mM ve 4 mM o-LA
gruplarininkinden yiiksekti (hepsi i¢in p<0.05).

Ferroz Amonyum Siilfat fle Olusturulan Oksidan Streste Cesitli Yogunluklarda
Alfa Lipoik Asid Kullamminin Glutatyon Degisimine Etkisi

Glutatyon diizeyinin zamana gore degismesinin incelenmesi: Ferr6z amonyum
stilfat ile oksidan stres uyarilmis deney diizeneginde a-LA kullanimimin GSH diizeylerine
etkisi Sekil 8’de goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda; GSH diizeylerinin baslangictan itibaren 120. dakikaya kadar
gittikce azaldigi, 120. dakikadan sonra anlamli bir degisikligin olmadig1 gozlendi. 120.
dakikaya kadar tespit edilen GSH diizeylerinin her biri bir dnceki degerden anlamli derecede
diisiiktii (hepsi i¢in p<0.001).

2 mM a-LA grubunda; GSH diizeylerinin baslangigtan itibaren 90. dakikaya kadar
gittikce azaldigi, 90. dakikadan 240. dakikaya kadar plato ¢izdigi ve anlamli bir degisikligin
olmadigi, 240. dakikadan itibaren yiikselise gectigi gozlendi. 90. dakikaya dek tespit edilen
GSH diizeylerinin her biri bir onceki 6l¢iim zamanindan anlamli derecede diisiiktii (10 ve 90.
dakikalarda p<0.01, diger dakikalarda p<0.001). 360. dakika disinda, 300. dakikadan 1440.
dakikaya kadar tespit edilen GSH diizeylerinin her biri bir 6nceki 6l¢lim zamanindan anlamli
derecede yiiksekti (hepsi i¢in p<0.001).

4 mM o-LA grubunda; GSH diizeylerinin baslangigtan itibaren 90. dakikaya kadar
gittikce azaldigi, 90. dakikadan 180. dakikaya kadar plato ¢izdigi ve anlamli bir degisikligin
olmadigi, 180. dakikadan itibaren yiikselise gectigi gozlendi. 90. dakikaya dek tespit edilen
GSH diizeylerinin her biri bir 6nceki 6l¢iim zamanindan anlamli derecede diisiiktii (hepsi i¢in

p<0.001). 240. dakikadan deneyin sonlandirildig1 1440 dakikaya kadar GSH diizeyleri bir
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onceki 6l¢clim zamanindan anlamli derecede yiiksekti (720. dakikada p<0.05, 1440. dakikada
p<0.01, diger dakikalarda p<0.001).

50 50
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N — o4 10 T8
0 WoW % B A0 71490 0 0 WD 0 10 40 B 70 1440
Zaman (dk) Zaman (dk)

Sekil 8. Ferroz amonyum siilfat ile uyarilan oksidan stres durumunda ve cesitli
yogunluklarda o-LA kullammimin zamana GSH degisimine etkisi.
(Karsilastirmalar bir onceki o6l¢iime gore Wilcoxon iki Ornek testi
kullanilarak yapilmistir *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001).
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8 mM a-LA grubunda; GSH diizeylerinin baslangictan itibaren 90. dakikaya kadar
gittikce azaldigi, 90. dakikadan 180. dakikaya kadar plato ¢izdigi ve anlamli bir degisikligin
olmadigi, 180. dakikadan itibaren yiikselise gectigi gézlendi. 90. dakikaya dek tespit edilen
GSH diizeylerinin her biri bir 6nceki 6l¢iim zamanindan anlamli derecede diisiiktii (hepsi igin
p<0.001). 240. dakikadan deneyin sonlandirildig1r 1440 dakikaya kadar GSH diizeyleri bir
onceki Ol¢iim zamanindan anlamli derecede yiiksekti (1440. dakikada p<0.01, diger
dakikalarda p<0.001).

Kontrol grubunda; GSH diizeylerinin baslangigtan itibaren deneyin sonlandirildigi
1440 dakikaya kadar gittikce azaldigi, ancak bu azalmanin 15 ile 120. dakikalar arasinda
(hepsi i¢in p<0.001) ve 240. dakikada (p<0.05) anlamli oldugu, diger zamanlarda anlaml

olmadig1 gozlendi.

Tablo 10. Ferroz amonyum siilfat ile uyarilan oksidan streste alfa lipoik asid
kullaniminin Glutatyon tiiketim ve rejenerasyon hizlarina etkisi

Gruplar GSH tiiketim hizi | GSH rejenerasyon hizi
(nmol.mg pr'l.dak'l) (nmol.mg pr'l.dak'l)
Aktivasyon | 0.21940.011 a*** | 0.0001+0.001

2 mM 0.216+0.009 a*** 0.009+0.001  a***

b***

4mM | 0.221+0.011 a*** 0.017£0.001  a***

b***

C***

8§ mM 0.219+£0.009 a*** 0.024+0.001  a***

b***

C***
d***

Kontrol 0.174+0.010 0.0001x0.001

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

Ilk 90 dakika igindeki GSH tiiketim hiz1 aktivasyon ve a-LA kullanilan gruplarda
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha hizliyd: (hepsi i¢in p<0.001). 240. dakikadan sonra
GSH rejenerasyon hizi ise a-LA kullanilan gruplarda aktivasyon ve kontrol gruplarina gore

anlamli olarak daha hizliydi (hepsi i¢in p<0.001) ve bu durum doza bagimliydi (Tablo 10).
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Gruplar arasindaki farkhliklarin incelenmesi: Ferr6z amonyum siilfat ile oksidan
stres uyarilmis deney diizeneginde ¢esitli dozlarda a-LA kullaniminin GSH diizeylerine etkisi
Tablo 11°da goriilmektedir.

Aktivasyon grubunda; baslangictan itibaren 1440. dakikaya kadar her bir zaman
birimindeki GSH diizeyleri kontrol grubundakinden anlamli derecede diisiik bulundu
(baslangigta p<0.05, diger zamanlarda p<0.001).

2 mM oa-LA grubunun GSH diizeyleri, 0 ve 90. dakikalar haricinde 5. dakikadan
itibaren aktivasyon grubununkilerden (15. dakikada p<0.01, 60. dakikada p<0.05, diger
zamanlarda p<0.001) yiiksekti. Glutatyon diizeyleri, kontrol grubuna goére ise 5. dakikadan 90.
dakikaya dek (hepsi icin p<0.001) ve 150. dakikada (p<0.05) diisiik, 120 ,180 ve 240.
dakikalarda benzer, 300. dakikadan itibaren yiiksek (hepsi i¢in p<0.001) seyretti.

4 mM o-LA grubunun 0. ve 90. dakikalar haricinde 5. dakikadan itibaren aktivasyon
grubununkilerden (15. dakikada p<0.01, diger zamanlarda p<0.001) yiiksekti. Ayn1 zamanda
240. dakika ve sonrasinda (hepsi i¢in p<0.001) 2 mM grubununkilerden de yiiksekti.
Glutatyon diizeyleri, kontrol grubuna gore ise 5. dakikadan 90. dakikaya dek (hepsi icin
p<0.001) disiik, 120. ile 180. dakikalar arasinda benzer, 180. dakikadan itibaren yiiksek
(hepsi i¢in p<0.001) seyretti.

8 mM a-LA grubunun baslangictan itibaren aktivasyon grubununkilerden (0. ve 90.
dakikalarda p<0.05, diger zamanlarda p<0.001) yiiksekti. 5, 30, 60. dakikalar ve 150. dakika
sonrasinda (5. dakikada p<0.01, diger zamanlarda p<0.001) 2 mM grubununkilerden yiiksekti.
5, 30, 60, 150 dakikalar ve 300. dakika sonrasinda (5. dakikada p<0.05, 60. ve 150.
dakikalarda p<0.01, diger zamanlarda p<0.001) 4 mM grubununkilerden yiiksekti. Glutatyon
diizeyleri, kontrol grubuna gore ise 5. dakikadan 90. dakikaya dek (hepsi i¢in p<0.001) diisiik,
120 ile 180. dakikalar arasinda benzer, 180. dakikadan itibaren yiiksek (hepsi i¢in p<0.001)

seyretti.
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Tablo 11. Rat karaciger homojenatlarinda ferréz amonyum siilfat ile uyarilan oksidan
streste alfa lipoik asid kullaniminin glutatyon diizeylerine etkisi

Zaman a-Lipoik Asid Konsantrasyonu (mM)
(dk) 0 mM 2 mM 4 mM 8§ mM Kontrol
ot 38.2740.72 a* 38.55+0.45 39.02+0.92 39.22+0.81 b* 39.3440.51
5t 32.34+0.70 a*** 34.2440.77 b*** 34.66+0,70 b*** | 3568+0.74 b*** | 3941+0.71
ck*
d*
10t 29.84+0.62 a*** 32.69+0.65 b*** 33.09+0.60 b*** 33.35+0.66 b*** | 39.40+0.55
15° 28.114£0.99 a*** 30.2740.71 b** 30.21+0.59 b** 30.35+0.60 b*** | 37.18+0.67
30t 22.43+0.61 a*** 24.81+0.64 b*** 25.13+0.63 b*** 27.09+0.53 b*** | 32.94+0.69
C***
gk
60° 20.9040.46 a*** 20.1440.42 b* 20.9240.71 22.16+0.28 b*** | 28.00+0.74
C***
d**
90° 18.58+0.57 a*** 19.13+0.77 19.1240.22 19.55+0.54 b* 23.72+0.66
120t 16.64£0.50  a*** 19.1440.36  b*** 19.07+0.33  b*** | 19.5740.71 b*** | 19.66+0.35
150° 16.25£0.33  a™** 18.68+0.48 b*** 18.88+0.38 b*** | 19.88+0.58 b*** | 19.524+0.57
C***
d**
180° 16.25+0.27 a*** 18.68+0.58 b*** 19.12+0.81 b*** 20.02+0.65 b*** | 19.29+0.31
C**
240° 16.02+0.30 a*** 18.68+0.50 b*** 24.76+0.46 b*** 24.9440.69 b*** | 18.824+0.47
C*** C***
300t 16.13+0.58 a*** 21.85+0.33 b*** 30.45+£0.65 b*** 34.88+0.83 b*** | 19.00+0.53
C*** C***
d***
360° 16.16+0.61 a*** 22.16+0.68 b*** 35.8741.11 b*** | 3999+0.90 b*** | 18.95+0.42
C*** C***
grx*
540° 16.39+0.38  a*** 24.9140.52 b*** 42.16+0.99 b*** 45.05+1.08 b*** | 18.84+0.38
cHE* cEE*
d***
720° 16.25+0.37 a*** 27.93+0.58 b*** 43.18+1.27 b*** 50.50+0.98 b*** | 18.95+0.56
R Rk
d***
1440° 16.0940.41  a*** 30.3540.69 b*** 4528+1.12 b*** 53.84+1.41 b*** | 18.63+£0.35
C*** C***
d***

t: Varyans Analizi (ANOVA) Tukey diizeltmesi ile, 3. Mann-Whitney U testi ile karsilastirmalar yapilmustir.
a: Kontrol ile, b: Aktivasyon grubu ile, c: 2 mM o-LA grubu ile, d: 4 mM o-LA grubu ile.

#£p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

KORELASYON BULGULARI

Hem H,0O, ve hem FAS ile olusturulan oksidan stresde kullanilan o-LA dozu ile

tiretilen MDA diizeyleri arasinda 30. dakikadan itibaren negatif korelasyon vardi (30.

dakikada p<0.01, diger dakikalarda p<0.001). Glutatyon tiiketim hizi, H,O; ile olusturulan
oksidan stresde GSH azalmasinin gozlendigi 30. dakika ile 150. dakikalar arasinda MDA

diizeyleri ile pozitif korelasyon (sirastyla r=0.379, p<0.05, r=0.528, p<0.01, r=0.482, p<0.01,
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r=0.652, p<0.001, r=0.403, p<0.05) ve a-LA dozu ile negatif korelasyon (r=-0.588, p<0.01)
gosterirken, FAS ile olusturulan oksidan streste GSH tiiketim hizi ile tiretilen MDA diizeyi ve
a-LA dozu arasinda iligki yoktu. Glutatyon rejenerasyon hizi H,O, deneyinde GSH’in
yukselmeye basladigi 150. dakikadan sonuna kadar, FAS deneyinde de yine GSH’in
yiikselmeye basladigr 240. dakikadan sonuna kadar MDA diizeyleri ile negatif korelasyon
gosteriyordu (hepsi i¢in p<0.001).

Rat karaciger homojenatinda H,O, ile olusturulan oksidan stres kosullarinda cesitli
yogunluklarda invitro o-LA kullaniminin MDA olusumuna ve GSH degisimine etkisi Tablo
12 ve 13’de gosterilmistir.

Ferr6z amonyum siilfat ile rat karaciger homojenatinda olusturulan oksidan stres
kosullarinda ¢esitli yogunluklarda invitro o-LA kullannminin MDA olusumuna ve GSH

degisimine etkisi Tablo 14 ve 15’te gosterilmistir.
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Tablo 12. Rat karaciger doku homojenatinda hidrojen peroksit ile uyarilan oksidan stres
durumunda calisma gruplarinda tespit edilen malondialdehid diizeyleri

MDA (nmol/mg protein)
? 2 Zaman (dk)
© 0 5 10 15 30 60 90 120 (150 [180 [240 [300 [360 [540 |720 |1440
1 149 141 |[1.52 |1.51 [1.71 |2.17 |2.52 |2.70 [3.01 |2.95 [3.01 [3.05 |3.05 [3.50 |4.01 [4.18
2 1.51 |[144 |[1.52 [1.54 |1.70 |2.22 |2.60 |2.56 [2.84 [2.95 [297 [296 [3.18 [3.52 |3.80 |4.33
3 143 149 [1.53 |1.59 [1.73 222 |2.58 |2.54 [290 |291 [2.94 [3.02 |3.10 [3.48 [391 |443
s |4 1.44 |1.51 [1.50 |1.51 |1.78 |2.30 |[2.57 |2.57 [2.87 [2.88 |3.09 [3.00 |3.06 |3.53 |3.87 |432
? 5 142 |140 |[1.44 |1.59 [1.76 227 |2.55 [2.63 [2.80 |2.95 [3.01 [2.90 [3.05 [3.43 |4.18 |4.16
'«E 6 140 |1.46 |1.49 [1.57 |1.73 222 |2.52 |2.57 |2.79 [294 [291 [3.12 [3.03 |3.50 [3.90 [4.14
< |7 143 |1.51 |1.52 |1.57 |1.68 |2.28 |2.65 [2.66 [2.82 [294 [294 [3.09 [3.13 |3.58 |3.99 |4.07
8 148 142 148 |1.57 [1.72 |2.17 |248 |2.55 [2.86 |2.86 [2.94 [3.05 |3.19 [3.51 [3.96 |4.03
9 149 |1.52 |1.54 |1.64 |1.70 |2.38 [2.62 [2.61 [3.00 [2.85 |298 [3.11 |3.15 |348 |3.85 |4.19
10 [1.42 |1.50 [1.49 [1.56 |1.71 [2.21 [2.52 |2.66 [2.89 [2.92 |2.94 [3.08 |3.07 [3.62 |[4.03 |429
1 141 |1.39 |146 |148 |149 |147 |1.58 |1.66 [1.69 [1.80 [2.19 [222 [235 |2.66 |3.16 |3.43
2 141 143 [143 |149 [148 |1.50 |1.61 |[1.62 [1.68 |1.85 [2.20 [2.12 |2.25 |2.82 |3.05 [3.44
3 142 |144 |146 [146 [146 |149 |1.61 |1.63 |1.70 |1.88 |2.11 |2.19 [2.27 [2.79 |3.07 [3.48
4 142 149 137 |147 [145 [1.52 |1.65 |1.69 |[1.72 |1.80 |2.10 |2.21 |2.31 |2.67 |3.13 |341
% 5 144 |137 |[141 [148 [147 |1.58 |1.58 |1.67 |1.72 |1.82 [2.02 [223 [229 [2.71 [3.09 [3.50
~ |6 141 |141 |1.41 |1.54 |1.50 |1.63 [1.65 [1.74 [1.66 |[1.85 |2.04 [2.08 [2.30 |2.80 |3.12 |3.36
7 144 |141 |137 [143 [149 |1.50 |1.61 |1.71 |1.69 [2.00 [2.06 |[2.16 [232 |2.78 |3.02 [3.37
8 144 |1.38 [1.39 |1.39 [144 |154 |1.64 |1.68 [1.62 |1.80 [2.11 [2.19 |2.28 |2.81 |3.06 |3.59
9 143 |142 |136 |140 [1.45 |1.55 |1.62 |1.71 [1.68 |1.87 [2.12 [2.17 |2.30 [2.80 |3.16 [3.44
10 149 |1.38 |1.47 |[137 |[1.44 [1.57 |1.63 |[1.68 [1.71 |1.92 |2.08 |2.11 |2.24 |2.82 |3.02 [3.36
1 142 |146 [142 |143 [149 |145 |147 |1.51 [le6 |1.73 [1.80 |[1.88 |1.91 [2.17 |2.62 |2.59
2 1.35 | 142 140 |144 |144 |145 |155 |[1.53 [1.61 [1.70 |1.75 [2.00 [1.87 |2.07 |2.57 |2.63
3 141 |1.41 |[145 |146 (143 |1.50 |1.60 [1.61 [1.60 |1.73 |1.75 [1.92 |1.96 |2.11 |2.50 |2.60
4 142 144 (147 142 |143 |146 [1.59 [1.60 [1.60 |[1.70 |1.93 [1.93 [1.97 |2.20 |2.48 |2.60
% 5 142 |1.41 [1.41 |146 (141 |[146 |1.61 |[1.58 [1.55 |1.68 [1.94 |191 |1.92 |2.13 |2.56 [2.59
+ |6 138 |146 |[144 [147 [141 |141 |1.53 |1.63 |1.64 |[1.75 |1.85 |[1.89 [2.02 |2.11 [2.51 [244
7 143 141 [1.41 |145 [1.51 |[146 |1.53 |1.58 [1.68 |1.69 [1.83 [1.84 |2.01 [2.09 |2.59 |2.68
8 144 |139 [144 [144 [141 |142 |1.55 |1.53 |1.60 [1.80 |[1.99 |[1.83 [1.97 [2.14 [249 [2.67
9 146 143 [139 |141 (145 |143 |1.53 |1.60 [1.56 |1.72 [1.89 [1.90 |[1.91 [2.11 |2.39 |[2.56
10 |1.37 |1.37 148 [1.47 [142 [150 [1.52 [1.52 [1.60 [1.69 |1.76 |1.89 |1.96 |2.23 |2.47 |2.65
1 141 |1.37 139 |142 |148 [1.47 |[150 [1.52 |[1.53 |1.56 [1.61 [1.72 |1.78 |1.80 |1.96 |1.91
2 1.39 [1.38 [1.41 |144 [145 [146 |1.54 |1.52 [1.53 |1.59 [1.62 [1.80 |1.80 [1.73 |1.90 [1.92
3 146 140 |144 (143 |141 |145 |[1.57 |[1.54 [1.53 [1.55 |1.63 [1.71 |1.70 |1.84 |1.95 |1.86
4 146 |[1.37 [147 |140 (145 [141 |1.54 |1.57 [1.57 |1.49 [1.61 [1.68 |1.66 |[1.81 |1.87 [2.02
% 5 140 |1.37 (136 |144 |143 |1.42 |152 |1.51 [1.58 [1.52 [1.58 [1.62 |1.72 |1.79 |1.84 |1.91
w |6 1.38 | 142 |1.37 147 |141 |142 [153 [1.53 [1.59 [1.52 |1.60 [1.61 |1.67 |1.74 |1.78 |1.96
7 141 |1.36 |1.37 [141 [148 |140 |1.52 |1.56 |1.49 [1.54 |1.56 [1.72 [1.75 |1.75 |191 [1.97
8 1.37 |1.39 [1.41 |141 [146 |[146 |1.53 |1.53 [1.48 |1.55 [1.59 [1.74 |[1.79 |1.73 |1.94 |1.96
9 140 |1.39 [144 [143 [142 |147 |145 |1.52 |1.52 |1.58 |1.56 |[1.78 [1.72 |1.73 |1.92 [1.97
10 [1.38 |1.31 |[145 [1.40 |1.39 [147 |[146 |1.50 |[1.53 [1.62 |1.62 |1.74 |1.74 |1.69 |1.93 |1.98
1 147 |140 |[142 [145 |143 |1.54 |1.55 |1.62 [1.62 |[1.67 [1.72 |1.81 |1.93 [2.01 |1.98 |2.05
2 1.37 | 147 147 |145 |148 |1.55 [1.54 [1.65 [1.55 [1.69 |1.75 [1.89 |1.93 |195 |2.03 |2.14
3 1.39 [1.40 |[1.41 |148 [145 |1.50 |1.50 |1.59 |[1.60 |1.68 |[1.86 [1.93 |2.04 [1.94 [2.04 |2.03
— |4 144 145 |1.51 147 |147 |150 |[1.56 [1.64 [1.58 [1.65 |[1.89 |1.83 [1.99 |1.97 |2.02 |2.02
% 5 1.38 |1.42 141 |141 [1.55 |1.54 |1.57 |1.59 [1.57 |1.74 |[1.88 |1.81 |1.92 [2.00 |2.00 |1.96
Q 6 144 138 |1.39 144 |1.56 |1.53 [1.53 [1.62 [1.55 [1.76 |1.74 [191 [2.01 |1.96 |2.02 |2.00
7 141 |1.41 [140 |140 [1.56 |[1.53 |1.50 |1.53 [1.56 |1.73 [1.76 [1.94 |1.97 [1.97 |2.00 |1.98
8 136 [1.40 |[142 [147 [1.53 |1.53 |1.56 |1.62 |1.62 |1.75 |1.74 |1.89 [1.92 |[1.94 [2.06 [2.08
9 1.37 |143 [144 |144 (141 |[1.51 |1.57 |1.66 [1.51 |1.65 [1.81 [1.93 |1.99 [1.94 |1.99 [2.02
10 138 |1.48 149 [140 [145 [1.44 |1.56 |[1.61 [1.56 |1.67 |1.87 |1.87 |1.94 [1.98 |2.02 |2.00
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Tablo 13. Rat karaciger doku homojenatinda hidrojen peroksit ile uyarilan oksidan stres
durumunda ¢alisma gruplarinda tespit edilen glutatyon diizeyleri

Grup

No

GSH (nmol/mg protein)

Zaman (dk)

10

15

30

60

90

120

150

180

240

300

360

540

720

1440

Aktivasyon

40.75

39.22

34.62

32.11

29.07

26.97

22.38

18.56

17.61

17.77

17.88

17.84

18.32

18.03

17.78

19.24

40.93

37.51

33.25

33.25

30.60

26.55

23.24

19.73

18.05

17.51

18.30

18.20

17.84

17.52

17.59

18.35

41.33

38.53

33.41

34.18

29.12

25.94

22.75

20.17

18.02

17.15

17.84

17.31

17.37

17.97

17.99

18.22

40.44

39.33

33.69

35.07

30.63

26.53

22.57

18.62

19.27

18.30

18.36

17.20

18.62

17.85

17.76

18.31

41.63

38.04

33.18

33.57

29.97

28.29

22.26

18.19

18.21

17.53

17.31

18.24

17.42

18.43

17.39

18.15

41.48

37.29

34.91

34.02

29.83

27.17

22.59

19.27

17.50

18.31

16.65

17.01

18.11

18.47

18.43

18.19

41.11

36.29

33.96

34.84

29.17

26.63

21.36

18.69

17.53

18.74

17.15

17.92

18.43

18.08

18.56

18.23

40.32

38.71

35.01

33.56

29.81

26.81

21.53

18.80

17.69

16.77

17.72

17.23

16.93

17.45

18.59

17.61

O [0 |Q | [ | B [W ][N [—

42.44

38.53

33.85

32.20

29.41

28.62

22.45

18.05

18.71

17.03

17.06

17.96

17.06

16.77

17.83

17.56

—
(e

39.19

37.86

35.12

33.34

29.12

28.20

22.34

18.93

18.41

17.56

18.11

18.15

17.39

17.77

17.45

18.56

2 mM

40.55

37.85

36.33

33.25

33.19

28.11

27.76

25.09

21.95

22.82

25.87

28.81

29.22

33.09

34.29

37.00

40.99

38.98

36.74

35.02

31.97

27.17

27.27

23.67

22.04

22.33

25.39

28.67

28.58

32.27

33.40

36.98

39.14

37.98

37.82

33.79

31.90

26.52

2741

23.70

21.43

22.55

27.17

28.34

29.91

31.70

32.11

36.58

38.77

39.03

36.24

34.23

32.91

26.68

27.74

23.10

22.59

22.47

26.33

28.71

28.57

33.84

34.67

37.76

39.90

39.50

35.72

33.08

33.20

28.21

26.84

24.06

20.86

21.98

26.25

29.93

28.39

32.87

32.94

37.03

39.40

37.73

37.54

33.91

33.24

27.71

27.00

24.53

21.47

21.60

26.08

28.53

29.69

32.67

33.12

38.35

42.16

37.03

36.64

34.62

32.67

26.97

28.30

23.21

21.95

23.97

25.93

28.08

29.82

31.94

33.74

36.34

41.18

38.10

35.75

33.03

32.56

27.43

27.42

25.49

22.18

22.14

26.55

28.76

28.99

32.77

33.31

35.99

O |0 Q[N |h (W N |—

39.69

38.62

37.73

33.13

31.57

28.85

27.80

23.67

21.78

22.84

26.08

27.39

28.90

32.32

33.25

36.02

—
(=]

41.03

40.49

36.74

34.12

33.03

26.50

27.52

23.24

21.88

22.42

26.10

29.08

27.99

33.85

32.42

33.86

4 mM

40.83

38.16

36.43

34.51

32.35

28.58

27.43

23.80

23.24

25.73

34.40

37.14

42.32

43.90

48.55

51.99

40.24

39.39

36.50

35.61

31.40

28.35

27.20

23.68

23.13

26.25

34.68

38.35

42.51

44.80

46.17

52.43

40.85

37.27

37.21

33.19

32.79

28.08

26.82

24.17

22.60

26.63

34.40

37.19

42.79

45.59

48.83

53.21

39.48

38.01

37.70

33.52

32.67

28.81

27.57

24.33

22.59

25.31

34.34

37.20

42.31

44.62

48.59

52.84

40.55

38.04

36.06

34.79

32.71

29.37

28.03

24.57

22.80

26.66

34.40

36.21

43.70

43.14

47.18

51.77

41.12

38.89

37.32

34.90

33.85

27.20

28.62

24.96

23.21

26.10

35.57

37.04

44.83

43.07

47.63

50.20

40.39

37.49

37.00

36.21

32.27

27.00

28.21

24.80

22.93

26.13

35.18

37.09

41.31

46.96

47.85

50.92

39.46

37.89

37.34

34.12

32.08

26.93

27.97

25.44

23.90

25.08

33.91

37.73

40.66

45.35

50.11

48.91

O |00 (| | [ W] |—

40.78

38.19

35.38

34.73

33.13

27.24

27.07

24.49

22.97

25.55

36.02

38.47

43.63

46.61

51.05

52.71

—_
S

39.54

37.94

3543

34.01

34.23

28.85

27.66

24.85

23.12

25.39

35.01

35.80

42.45

45.48

46.98

50.31

8§ mM

40.08

40.69

37.67

35.87

33.74

29.73

27.09

24.61

24.10

32.27

43.00

51.33

54.91

57.24

62.72

66.26

40.77

39.27

37.56

36.37

34.29

29.34

28.03

26.55

23.66

33.57

45.09

53.58

55.12

54.79

62.77

65.90

40.86

37.68

36.27

35.95

34.79

30.63

28.03

26.08

23.50

33.90

43.20

50.86

54.32

55.15

64.53

68.58

40.89

37.61

35.49

34.84

33.29

31.22

2742

25.87

23.34

34.40

43.83

51.49

54.61

56.22

63.78

65.77

40.16

40.32

35.95

34.95

34.73

31.04

28.25

25.04

2437

33.74

44.63

53.99

53.78

53.36

65.23

65.25

39.50

37.64

37.07

36.50

34.24

31.27

27.53

25.49

24.14

32.97

45.23

51.84

55.60

57.43

62.64

67.35

40.74

37.25

37.43

36.98

33.90

30.01

29.27

25.29

23.67

33.72

44.18

52.84

54.46

56.87

62.52

67.92

41.62

38.56

36.98

36.24

33.30

29.17

28.40

24.33

23.57

32.80

42.59

50.51

57.43

55.60

64.19

68.96

O |0 | (N[ |h W (N |—

40.97

38.04

37.94

34.40

33.37

30.35

26.82

25.08

23.08

34.96

41.91

51.52

56.59

52.73

66.13

69.51

—
[«

40.15

39.08

37.56

36.21

32.97

31.15

26.97

24.73

23.49

3245

44.02

54.35

54.30

56.33

63.43

66.70

Kontrol

46.86

44.96

41.41

39.65

33.85

30.65

27.39

23.13

21.89

19.75

19.63

19.53

20.06

20.10

19.33

19.17

45.98

44.58

40.28

39.97

33.96

30.58

27.01

23.87

22.15

20.40

19.51

19.75

20.35

19.56

19.20

19.05

45.01

45.63

39.92

39.35

34.68

31.88

27.08

24.06

21.08

20.60

20.53

19.91

19.26

19.17

18.53

20.07

46.15

43.75

39.36

41.02

33.18

30.57

26.40

23.63

20.85

21.05

19.29

19.55

20.14

19.54

18.96

19.02

45.23

42.73

41.55

40.01

32.70

31.75

27.01

23.08

21.60

20.35

19.51

20.20

18.74

19.48

19.11

19.95

45.12

43.21

40.72

40.34

34.45

29.66

26.13

24.26

21.26

20.48

20.01

20.12

19.02

18.86

20.33

19.45

45.90

43.48

40.05

40.08

35.07

29.71

28.21

23.16

20.46

19.91

19.32

19.51

19.97

19.08

20.14

19.11

43.48

44.51

39.40

39.99

34.40

30.55

27.85

24.37

20.64

20.17

20.28

19.32

19.23

20.28

20.35

18.13

O [0 Q[ |n b [W ][N |[—

46.60

43.41

40.55

40.16

34.95

30.63

26.63

22.99

20.51

20.64

19.78

19.11

19.58

19.23

19.17

19.53

—
(=]

45.66

43.34

41.35

38.43

34.01

30.83

25.73

23.67

19.98

20.74

20.23

18.99

19.77

19.96

19.81

20.09
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Tablo 14. Rat karaciger doku homojenatinda ferréoz amonyum siilfat ile uyarilan oksidan

stres durumunda ¢alisma gruplarinda tespit edilen malondialdehid diizeyleri

- MDA (nmol/mg prot)
e ° Zaman (dk)
© “lo 5 10 15 30 60 920 120 | 150 [180 240 [300 [360 |540 [720 |1440
1 1.60 [1.69 [1.67 |1.67 |[1.82 |2.23 [2.69 [3.17 |3.84 |4.11 [4.50 |4.62 [4.77 |4.85 |5.08 |5.30
2 1.59 [1.63 [1.66 |1.68 [1.90 |2.29 [2.70 |3.08 |[3.94 |4.17 [4.49 |4.75 |4.78 |4.84 |5.11 |5.35
3 1.60 [1.58 [1.67 |1.70 [1.90 |2.27 [2.65 [2.94 [4.11 |4.10 [4.69 |4.87 [4.6]1 [492 |4.99 |541
s |4 1.63 [1.56 [1.65 |[1.65 [191 |2.21 [2.67 [3.02 [4.08 |4.16 [4.54 |4.74 |4.78 |4.87 |5.23 |5.07
? 5 1.60 [ 1.55 [1.60 |1.61 |1.80 |2.33 [2.77 |3.07 |4.09 [420 [4.4]1 |4.81 |4.87 |4.85 |5.35 |5.10
§ 6 1.64 [1.62 [1.59 |[1.68 |[1.80 |2.24 [2.81 [3.21 [394 |4.17 [4.61 |4.72 |4.86 |4.78 |5.13 |5.12
< |7 1.62 [1.64 [1.62 |1.67 | 191 [2.23 |2.89 |3.21 |3.88 |4.16 [4.56 |4.70 [4.64 |4.86 |5.11 [531
8 1.60 [1.66 [1.65 |[1.64 [191 |2.16 [2.70 [2.92 |3.86 |4.25 [4.64 |4.67 |4.79 |4.81 |527 |5.17
9 1.55 [1.55 [1.69 |1.66 | 191 |2.23 |2.68 |3.08 |4.00 [4.27 [4.54 |4.68 [4.68 |4.66 |5.03 |523
10 [1.67 |1.54 [1.60 |1.69 [1.83 |2.31 [2.63 |3.14 |4.11 |4.06 [4.48 [449 [4.74 |491 |5.15 |5.22
1 1.60 [1.57 |[1.60 |1.59 |1.67 |1.91 [2.12 [246 |2.80 |2.84 [3.21 |3.33 |3.66 |3.73 |3.97 [4.34
2 1.53 [1.56 [ 1.57 |1.65 [1.66 |1.92 [2.06 [245 [2.72 |2.82 [3.13 |3.25 [3.64 |3.69 |4.02 [4.24
3 1.61 [1.54 |1.58 |1.65 |1.67 |1.95 [2.02 |[240 |2.78 |2.87 [3.20 |3.27 [3.80 [3.65 |3.96 |4.31
4 1.59 [1.66 [1.60 |1.67 |[1.61 |2.01 [2.04 [232 |2.64 |2.74 [3.08 |3.29 |3.52 |3.80 |3.90 [4.26
= |5 1.65 [1.62 [1.62 |1.63 |1.71 |1.98 [2.11 [241 [2.63 |2.80 [3.23 [3.16 |3.65 |3.69 |4.03 |4.38
E 6 1.61 [1.64 [1.61 |[1.62 |1.71 |1.95 [2.09 |244 |2.71 |2.82 |[3.15 |3.19 |3.81 |3.81 [4.12 |4.26
7 1.67 [1.57 [1.59 |[1.62 |1.70 | 191 [2.02 [242 |2.80 |2.79 [3.27 |3.20 |3.72 |3.78 |3.94 [4.56
8 1.59 [ 1.55 [1.63 |1.58 |1.65 |1.90 |2.17 |240 |2.73 [2.74 |3.25 |3.25 [3.83 |3.75 |4.03 |445
9 1.61 |1.58 |[1.55 |1.58 [1.72 |1.89 [2.09 |[2.34 |2.65 |2.87 [3.23 [3.22 |3.69 |3.76 |4.13 [4.27
10 [1.57 |1.60 |1.57 |1.58 |1.66 | 191 [2.05 [2.29 [2.73 |2.77 [3.10 [3.23 |3.68 |3.75 [4.05 |4.37
1 [156] 1.61 | 1.60 | 1.62 | 1.69 | 1.78 | 1.93 | 2.15 | 2.29 | 2.32 | 2.63 | 3.01 | 3.09 | 3.17 | 3.40 | 3.49
2 | 1.59] 1.62 | 1.63 | 1.65 | 1.65 | 1.77 | 1.86 | 2.06 | 2.41 | 2.35 | 2.74 | 3.14 | 3.17 | 3.09 | 3.36 | 3.48
3 ]1.62]1.66 | 1.61 | 1.64 | 1.61 | 1.83 | 1.88 | 2.10 | 2.33 | 2.37 | 2.66 | 3.17 | 3.08 | 3.02 | 3.47 | 3.60
4 | 1.57]1.69 | 1.63 | 1.61 | 1.56 | 1.79 | 1.96 | 2.12 | 2.31 | 2.38 | 2.65 | 3.07 | 3.18 | 2.98 | 3.53 | 3.64
= 5 | 158|154 | 1.62 | 1.56 | 1.63 | 1.83 | 1.90 | 2.12 | 2.33 | 249 | 2.62 | 295 | 3.10 | 298 | 3.31 | 3.57
E 6 |1.61] 154 | 1.57 | 1.59 | 1.60 | 1.92 | 1.98 | 2.19 | 2.34 | 2.39 | 2.63 | 3.05 | 3.03 | 3.17 | 3.29 | 3.66
7 | 1.65] 155 159|163 | 159|188 | 188 | 2.09 | 232|240 | 266 | 3.17 | 3.14 | 3.07 | 3.41 | 3.73
8 |1.61| 157 | 1.64 | 1.66 | 1.54 | 1.78 | 2.05 | 2.08 | 2.40 | 2.44 | 2.72 | 298 | 3.13 | 3.08 | 3.53 | 3.57
9 |1.63] 155 | 1.65 | 165|159 | 1.86 | 192|214 | 2.18 | 240 | 2.69 | 3.02 | 3.24 | 3.09 | 3.51 | 3.56
10 | 1.54] 161 | 1.63 | 1.62 | 1.63 | 1.79 | 1.92 | 2.09 | 2.18 | 2.34 | 2.63 | 2.98 | 3.20 | 3.16 | 3.29 | 3.60
1 |1.60) 1.59 | 1.54 | 1.58 | 1.62 | 1.64 | 1.73 | 1.77 | 1.75 | 1.92 | 1.94 | 2.05 | 2.00 | 1.95 | 2.21 | 2.25
2 | 154159 [ 159 | 158 | 1.63 | 1.71 | 1.78 | 1.72 | 1.77 | 1.95 | 1.88 | 2.03 | 1.98 | 1.94 | 2.24 | 2.34
3 |149] 161 [ 1.62 | 1.57 | 1.64 | 1.68 | 1.68 | 1.70 | 1.86 | 1.93 | 1.85 | 1.95 | 1.94 | 1.94 | 2.16 | 2.28
4 [ 1.59]1.63 | 1.64 | 1.62 | 1.61 | 1.66 | 1.67 | 1.73 | 1.91 | 1.92 | 1.90 | 1.88 | 1.99 | 2.06 | 2.19 | 2.27
= 5 |1.59] 157 | 1.64 | 1.66 | 1.60 | 1.64 | 1.70 | 1.69 | 1.92 | 1.91 | 1.96 | 1.89 | 2.01 | 2.08 | 2.14 | 2.24
E 6 [159] 158 | 1.60 | 1.61 | 1.59 | 1.67 | 1.72 | 1.74 | 1.88 | 1.86 | 1.94 | 1.88 | 2.07 | 2.02 | 2.10 | 2.30
7 | 1.65] 157 | 1.58 | 1.64 | 1.65 | 1.66 | 1.72 | 1.76 | 1.82 | 1.88 | 1.93 | 1.96 | 2.09 | 1.97 | 2.07 | 2.31
8 |1.60| 1.53 | 1.58 | 1.62 | 1.68 | 1.65 | 1.75 | 1.74 | 1.90 | 1.98 | 2.03 | 1.91 | 1.95 | 1.94 | 2.10 | 2.20
9 |1.52]1.63 | 1.59 | 1.59 | 1.56 | 1.67 | 1.76 | 1.68 | 1.93 | 1.93 | 1.90 | 1.98 | 1.99 | 2.05 | 2.12 | 2.27
10 | 159 160 | 1.60 | 1.61 | 1.61 | 1.64 | 1.72 | 1.78 | 1.86 | 1.99 | 1.92 | 1.98 | 2.03 | 2.07 | 2.15 | 2.18
1 1.51 [1.48 [1.49 |[1.47 [149 |1.57 [1.55 [1.65 |1.67 |1.69 [1.75 |1.79 |[1.84 |1.81 |1.92 [2.00
2 144 {149 [148 |[145 |147 |1.59 [1.59 |1.61 |1.68 |1.75 |1.75 |1.76 [1.83 |1.88 |1.91 |1.92
3 1.52 146 [147 |1.50 [1.46 |1.53 [1.60 [1.67 |1.65 |1.74 |1.71 |1.83 |[1.83 |191 |1.90 |1.94
— |4 141 {143 [142 |146 |148 |1.55 |1.61 |1.68 |1.62 |[1.74 |1.78 |1.82 [1.88 |[1.91 |1.84 |1.92
% 5 1.50 [1.37 [1.44 149 |1.51 |1.52 [1.50 |1.73 |1.67 |1.71 |1.82 |1.87 [1.91 |[1.83 |1.83 |1.91
é 6 149 [1.50 [1.46 [1.51 |1.54 |1.54 [1.50 |1.61 |1.66 |[1.64 [1.85 |1.88 [1.88 |[1.85 |1.92 |2.02
7 147 [1.51 [144 149 [1.50 |146 [1.51 [1.65 |[1.68 |1.69 [1.83 |1.77 |1.84 |1.76 |1.90 |1.97
8 143 [1.48 [1.39 147 [143 |147 |[1.51 [1.63 |1.74 |1.80 [1.80 |1.76 |1.86 |1.77 |1.89 |1.98
9 149 (139 [1.51 144 [1.52 |1.57 [1.63 |1.65 |[1.68 |1.74 |1.74 |1.81 [1.90 [1.88 |1.84 |1.91
10 |1.37 [1.42 |1.50 |1.51 [1.47 |1.55 |[1.59 |1.72 |1.65 |1.74 |1.79 |1.81 |1.86 |1.87 |1.88 |2.05
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Tablo 15. Rat karaciger doku homojenatinda ferroz amonyum siilfat ile uyarilan oksidan
stres durumunda ¢alisma gruplarinda tespit edilen glutatyon diizeyleri

Grup

No

GSH (nmol/mg protein)

Zaman (dk)

10

15

30

60

90

120

150

180

240

300

360

540

720

1440

Aktivasyon

37.57

32.16

30.34

27.70

22.35

20.67

19.79

17.25

16.00

16.57

16.59

15.99

16.50

16.46

16.24

16.64

38.49

33.17

29.64

27.06

23.39

21.17

18.79

16.74

16.19

15.71

16.23

15.66

16.54

16.53

16.59

15.90

37.87

32.36

29.29

27.60

22.19

21.07

17.72

16.48

16.09

16.21

15.68

17.15

16.85

16.47

16.32

15.92

37.98

31.34

30.27

28.58

21.60

19.80

18.58

16.09

16.85

16.34

15.90

15.73

15.66

16.62

15.66

16.05

37.12

32.85

30.46

28.44

23.43

20.77

18.76

15.80

16.58

16.32

16.05

16.05

16.32

17.23

16.48

16.04

37.81

32.70

28.66

28.13

22.48

20.90

18.73

17.47

15.83

16.10

15.54

16.09

15.75

15.90

16.64

16.18

38.60

30.96

29.36

27.09

22.58

20.88

18.27

16.39

16.42

16.33

15.90

15.16

16.05

16.17

15.92

15.83

38.72

32.97

30.05

27.92

22.33

21.47

18.12

16.85

15.85

16.34

15.94

16.15

14.81

16.24

16.75

15.28

O |0 (I | [ [ [|W I[N [—

39.17

3237

29.68

28.10

22.27

21.33

18.15

16.51

16.35

16.64

16.30

16.43

16.39

15.92

16.05

16.64

—
(e

39.36

32.50

30.62

30.52

21.63

20.90

18.90

16.80

16.38

15.97

16.02

16.85

16.71

16.32

15.83

16.46

2 mM

38.04

34.13

33.30

30.04

24.98

19.84

18.44

19.70

18.79

18.90

18.30

21.53

22.77

25.02

2791

30.58

38.69

33.92

3245

30.45

24.27

20.28

17.75

18.84

19.26

19.11

18.55

22.18

22.23

26.01

27.54

30.76

38.94

32.93

31.51

29.50

24.23

20.74

19.64

19.26

17.86

18.70

18.19

21.89

22.72

24.69

27.70

29.73

38.66

33.77

31.84

29.19

24.31

19.88

19.92

18.96

18.73

18.61

19.49

22.34

20.88

25.18

27.99

30.66

37.96

34.77

32.63

31.56

26.04

19.23

19.20

19.05

18.23

18.27

19.44

22.06

23.04

24.23

28.36

30.30

39.27

33.60

33.65

30.69

25.13

20.51

19.08

18.38

18.29

19.62

18.85

21.76

22.18

24.27

28.22

29.57

37.93

33.92

33.21

30.21

24.34

20.33

19.28

19.29

18.96

18.91

18.70

21.93

21.53

24.68

28.13

29.29

38.49

35.51

32.66

30.98

24.15

20.28

18.19

19.44

18.38

18.99

18.46

21.67

21.50

24.68

26.54

30.71

O |0 (A [N || (W] N |—

38.87

34.72

32.67

30.38

25.45

20.12

19.97

19.11

18.96

18.16

18.82

21.20

22.16

25.25

28.53

31.66

—
o

38.66

35.08

33.01

29.72

25.15

20.23

19.82

19.34

19.38

17.54

17.95
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TARTISMA

Serbest oksijen radikalleri fizyolojik sistemlerde hiicresel metabolizma sonucu
tiretilirler. Oksidatif atakla SOR artar. Serbest oksijen radikallerinin zararl etkilerinin yaninda
yararli etkileri de vardir. Bakteri, virus ve kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesine katkida
bulunurlar. Bununla birlikte organizmanin normal hiicrelerini de etkileyerek hiicre hasarina,
Oliimiine ve kanser hiicrelerinin agiga ¢ikmasina neden olabilmektedir (7).

Serbest oksijen radikallerinin membranda bol miktarda bulunan lipidleri etkilemesi ile
lipid peroksidasyonu baglar ve tiim radikalik reaksiyonlar gibi bir zincir reaksiyonudur. Zincir
kirier bir etki veya iki lipid peroksidinin birbiriyle etkilesmesi olmadik¢a giderek artan bir
sekilde devam etmektedir. Lipid peroksidasyonununda ilk basamakta konjuge dien, zincirin
ilerleme sathasinda lipid hidroperoksit ve sonlanma basamaginda da MDA gibi reaktif
aldehidler aciga cikmaktadir. Lipid peroksidasyonu, direkt hasarini membran yapisinda
degisikliklere sebep olarak, indirekt hasarini da reaktif aldehidler olusumuna yol acarak
gostermektedir. Membran yapisindaki degisiklikler; membran permeabilitesinde artis,
transmembran iyonik gradient ve membran sekretuar fonksiyonlarinda bozukluklara neden
olmaktadir. Reaktif aldehidler membran bilesenlerinde ¢apraz baglanmalar ve
polimerizasyona neden olur. Bu durum membran yapisinin bozulmasina, iyon transportu ve
enzim aktivitesi gibi membran islevlerinde degisikliklere yol agmaktadir. Reaktif aldehidler
kolay difiize olduklarindan dolayi, hasar1 genis bir alana yayabildikleri bildirilmistir (35,60).
Serbest radikallerin ve lipid peroksitlerin ¢esitli hastaliklarin olusumunda rol oynadiklari
kabul edilmektedir. Diabetes mellitus, ateroskleroz, romatoid artrit, kanser, iilseratif kolit ve

karaciger sirozu gibi hastaliklarin patogenezinden sorumlu tutulmaktadir (35).
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Erkek rat germ hiicre kiiltiirlerinde H,O, nin MDA diizeylerini artirdigi bulunmustur.
Bu ¢alismada H,O ile lipid peroksidasyonunun 10 dakikada ¢ok erken donemde gerceklestigi
gbzlenmis ve germ hiicreleri membranlarinda lipid peroksidasyonuna duyarli ¢oklu doymamais
yag asidlerinin bol miktarda bulunmasiyla agiklanmistir. Hidrojen peroksidin farkli hiicrelerde
apopitozisi uyardigi bilinmektedir. Metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu ile H,O,
sperm DNA’sinda hasara yol agtig1 bildirilmistir (61).

Rat karaciger homojenatlarnda  invitro uygulanan Fe™ iyonlarin lipid
peroksidasyonunu aktive ederek, MDA ve 4 hidroksialkinler (4-HA)’in diizeylerini artirdigi
bulunmustur (62). Rat beyin homojenatlarinda invitro uygulanan H,O, nin de MDA ve 4-HA
diizeylerini artirdig1 bildirilmistir (63,64). Kaptanoglu ve ark. (65) tarafindan yapilan bir
calismada; H,O, ve ferr6z iyonlarin merkezi sinir sisteminde hem tek baslarina hem de
birlikte invitro lipid peroksidasyonunu uyardigi bildirilmistir. Rat hepatosit kiiltiirlerinde
H,0, uygulamasmm MDA diizeylerini artirdigi (66), T lenfosit hiicre kiiltiirlerinde Fe™
uygulanmasinin MDA diizeylerini artirdigi bildirilmistir (67). Bununla beraber; Baeza-
Squiban ve ark. (68) tarafindan yapilan bir ¢alismada tavsan trakea epitel hiicre kiiltiirlerinde
H,0, ve Fe™ iyonlar1 ayr1 ayr uygulandiginda MDA diizeylerinde anlamli bir degisikligin
olmadigi, ancak her ikisi ayn1 zamanda uygulandiginda MDA diizeylerinde anlaml1 artisa yol
actig1 bulunmustur.

Calismamizdaki her iki deney diizeneginin kontrol gruplarinda lipid peroksidasyonu
uyarilmadigir halde, MDA diizeylerinde anlamli ytiikselislerin goriilmesi deney siiresinde
lipidlerin otooksidasyona ugradigini gostermektedir.

Calismamizda; hem H,O; ve hem FAS uygulanan deney diizeneklerinde aktivasyon
gruplarinda MDA diizeyleri kontrol gruplarina gore yiliksek bulundu. Bu bulgumuz
aktivasyon gruplarinda gdzlenen lipid peroksidasyonunun otooksidasyona bagli olmadigini rat
karaciger homojenatlarina uyguladigimiz H,O, ve FAS’1n lipid peroksidasyonunu uyardigin
gdstermektedir. Calismamizda aktivasyon grubunda elde edilen bulgular ve Fe™ iyonlarinin
invitro tek baslarina uygulandiklarinda lipid peroksidasyonuna yol agtigini isaret eden
caligsmalarla uyumludur.

Calismamizda SOR iiretici olarak kullandigimiz bilesiklerden H,O,, aslinda ¢ok
ylksek derisimde bulunmadigi siirece toksik degildir. Ancak hizla biyolojik membranlari
gecebilir ve liretildigi yerden daha uzaklara gidip etki edebilir. Hidrojen peroksidin asil zararh
etkisi Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu ile ‘OH radikaline doniisiimii ile olur. Hidroksil
radikalinin yar1 dmrii kisa olmasina ragmen reaktivitesi ¢cok yiiksektir. Uretildigi yerden daha

uzaga diflizyonuna gerek kalmadan biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek toksik etki
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gosterir. Hidrojen peroksitin zararli etkisinin ortaya ¢ikmasinda ferr6z iyonlar ile etkilesimi
onemli yer tutmaktadir. Hidrojen peroksit serbest oksijen radikali {iretici olarak tek basina
kullanildiginda; doku homojenatinda bulunan ferréz iyonlarin Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlari yoluyla ‘OH radikali iiretimine katkida bulunduklarini diisiindiirmektedir.

Serbest oksijen radikali {iretici olarak kullandigimiz ferréz iyonlar da Fenton
reaksiyonu ile ‘OH radikali olustururlar. Haber-Weiss reaksiyonu ozellikle ferrz iyonlar: gibi
metallerin varh@inda ‘OH radikali tretir (69,70). Ayrica Ferroz iyonlar O, ile reaksiyona
girerek siiperoksit olustururlar. Siiperoksit anyonu H' ile reaksiyona girerek HO, olusturur.
Hidroperoksil radikali lipid peroksidasyonunun baglama asamasindan sorumlu tutulmakta ve
lipid peroksidasyonuna katkida bulunmaktadir. Ancak ferr6z iyonlar1 lipid peroksidasyonunu
asil uyarict etkilerini ilerleme asamasinda lipid hidroperoksitleri ile dogrudan reaksiyona
girerek gosterirler. Bu reaksiyon sonunda Fe™ iyonu Fe™ iyonuna déniisiir ve LO" olusur
(64). Hidrojen peroksit ve Fe™ iyonlarmin tek tek kullamlmasimin lipid peroksidasyonunun
uyarmadigini bildirilen bir arastirmada (64) hiicre kiiltiirtinde ¢alisildig1 dikkati ¢cekmekte; bu
calismada intakt hiicre kullanildig1 i¢in ferrdz iyonlarin serbest olmadigi ve SOR iiretimine
katkida bulunamadigini diisiiniilmektedir.

Cesitli caligmalarda serbest oksijen radikallerinin olusumunu engellemek veya
oksidan/antioksidan dengeyi saglamak i¢in antioksidan molekiil olarak nitelendirilen bir¢ok
farmakolojik madde kullanilmigtir. Calismamizda antioksidan molekiill olarak o-LA
kullanilmustir.

Lee ve ark. (4) tarafindan yapilan bir ¢alismada, gerbil beyin homojenatlarinda invitro
H,O, ve FAS uygulanmasiyla lipid peroksidasyonu saglanmis ve o-LA’in doza bagimh
olarak lipid peroksidasyonunu azalttig1 bulunmustur. Ayni ¢alismada H,O, ve ferréz iyonlarin
oksidasyon yapici etkilerinden dolay1 biyolojik hasara yol agtiklar1 bildirilmistir.

Hagen ve ark. (71) diyetle a-LA uygulamasinin ratlarin karacigerinde yaslanmaya
bagl olarak artan MDA diizeylerinde azalmaya yol actigini bildirmislerdir. Serebrovaskiiler
bolgeye streptozotosin enjekte edilmis ratlarda diyetle verilen a-LA’in, merkezi sinir
sistemindeki oksidatif hasar1 ve MDA diizeylerini azalttigt bulunmustur (72). Arsenik
toksisitesi gelistirilmis ratlarda da o-LA uygulamasmin karaciger ve bobrekte MDA
olusumunu azalttig1 bildirilmistir (73). Doksorubisin ile miyokard toksisitesi gelistirilmis
ratlarda a-LA uygulamasinin kalp dokusundaki MDA olusumunu azalttigir bulunmustur (74).
Doksorubisin metabolitlerinin Fe’i ferritinden ayirdigi ve ferréz iyonlarin elektron transferi

ile H,O, ve ‘OH olusturarak lipid peroksidasyonuna yol agtig1 bildirilmistir (74). a-Lipoik
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asidin metal selasyonu yapma ve ‘OH radikali gibi serbest radikalleri temizleme yetenegine
sahip giiclii bir antioksidant oldugu ileri siirtilmektedir (74).

Calismamizda hem H,O, ve hem de FAS kullanilan deneylerde en diisiik doz olan 2
mM o-LA uygulamasinda bile MDA diizeylerinin aktivasyon gruplarindaki diizeylere gore
diisiik olmasi, o-LA’nin her iki indiiksiyon yonteminde de lipid peroksidasyonunu
engelledigine isaret etmektedir. a-Lipoik asidin dozu arttikca lipid peroksidasyonunu
engelleme etkisinin artmasi ve a-LA dozu ile MDA diizeyi arasinda 30. dakikadan deneylerin
sonuna dek negatif korelasyon bulunmast bu etkinin doza bagimli oldugunu
distindiirmektedir.

Hidrojen peroksitle uyarilan deneyde aktivasyon grubunda 10. dakikada lipid
peroksidasyonu baslarken; 2 mM o-LA uygulamasinin baglama zamanin1 50 dakika, 4 ve 8
mM uygulamasinin ise 80 dakika geciktirmesi; lipid peroksidasyonunun baslangi¢ sathasinda
antioksidan etkisinin gii¢lii olduguna isaret etmektedir. Lipid peroksidasyonu baslasa bile
sonraki zamanlarda MDA diizeyinin aktivasyon grubundan diisiik seyretmesi ve a-LA dozu
arttikca baskilanmanin daha da bariz olmast a-LA’nin lipid peroksidasyonun ilerleme
safhasinda da etkili bir antioksidan oldugunu diistindlirmektedir.

Ferr6z iyon ile wuyarilan deneyde aktivasyon grubunda 30. dakikada lipid
peroksidasyonu baslarken; 2 mM oa-LA uygulamasinin baglama zamanini degistirmemesi, 4
ve 8 mM uygulamasmin ise sadece 30 dakika geciktirmesi; Fe™’nin olusturdugu lipid
peroksidasyonunun baslangi¢ safthasinda ancak yliksek dozda a-LA’nin antioksidan etkisinin
olabilecegini ve bu etkinin ¢ok da giiclii olmadigina isaret etmektedir. Lipid peroksidasyonu
basladiktan sonra MDA diizeyinin aktivasyon grubundan diigiik seyretmesi ve o-LA dozu
arttikca baskilanmanin daha da bariz olmasi Fe *’nin olusturdugu oksidan streste o-LA’nin
asil etkisinin lipid peroksidasyonunun ilerleme sathasinda oldugunu diisiindiirmektedir.

Alfa lipoik asid fizyolojik sistemlerde bulunan, tiyol grubu igeren ve antioksidan
aktiviteleri olan Onemli bir molekiildiir. Bu nedenle ideal terapdtik antioksidan oldugu
distintilmektedir (3). o Lipoik asidin okside olmus ditiyolan halkasi molekiile cevresel
sartlara bagli olarak yiliksek bir indirgeme oOzelligi kazandirmaktadir. Alfa lipoik aside
kimyasal reaktivitesini saglayan ditiyolan halkasi, oo LA’y1 glutatyon, sistein gibi diger tiyol
iceren biyomolekiiller arasinda 6zgiin kilmaktadir (42).

Alfa lipoik asid ekzojen uygulandiginda serbest radikal temizleme, metal selasyonu

yapma ve glutatyon gibi endojen antioksidanlarin rejenerasyonunu arttirma gibi antioksidan
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ozellikler gdsterir. Alfa lipoik asidin reaktif oksijen bilesiklerinden "OH, HOCI ve '0,’i
dogrudan temizledigi, H>O;’ i ise indirgedigi bildirilmektedir (4).

Sisplatin ile ototoksisite gelistirilmis ratlarda SOR ve lipid peroksidasyonunun arttigi,
kohlear GSH diizeylerinin azaldigi bulunmustur. Intraperitoneal uygulanan o-LA’in
sisplatinin aktive ettigi lipid peroksidasyonununa bagli GSH’ un tiiketilmesini azalttig1
bildirilmistir (75). Andriamisin ile testikiiler mitokondriopati gelistirilmis ratlarda
intraperitoneal verilen a-LA’nin mitokondrial GSH diizeylerini artirdigi bulunmustur (76).
Rat epididimal spermlerde siklofosfamidin aktive ettigi lipid peroksidasyonuna kars1
intraperitoneal verilen a-LA’nin GSH diizeylerini artirdigi bildirilmistir (77). Alfa lipoik
asidin bu etkiyi antioksidan savunma sistemini giiclendirerek gosterdigi ileri siirtilmiistiir.

Glutatyon viicutta rediikte ve okside olmak iizere iki formda bulunur. Biitiin dokularda
bulunmasina ragmen karacigerde oldukga aktif bir sekilde sentezlenmektedir. Hiicrelerde -SH
grubu igeren ana molekiildiir. Siilfidril grubu SOR ile direk etkilesime girerek enzimatik
olmayan antioksidan sistemin 6nemli bir parcasini olusturur. Serbest oksijen radikalleri ve
yabanci maddelerin enzimatik detoksifikasyonunda da kofaktor olarak gorev alabilir. Boylece
hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Detoksifikasyon sirasinda yiikseltgenmis endojen
antioksidanlar1 indirgeyerek rejenerasyonlarini saglar. Bu esnada kendiside yiikseltgenmis
olur. Glutatyon rediiktaz NADPH varliginda GSSG’ yi GSH’a dontistiiriir (38,45).

Calismamizda; kontrol gruplarinda gozlenen GSH azalmasi lipidlerin veya GSH’1n
otooksidasyonuna bagli olabilir. Bununla beraber, hem H,O, ve hem FAS uygulanan
aktivasyon gruplarinda GSH diizeylerinin kontrol gruplarina gore diisiik olmasi ve GSH
tikketim hizinin fazla olmas1t GSH’un oksidan stresin uyarimina bagli olarak bagh tiiketildigini
diistindiirmektedir. Ferr6z iyonlarmin olusturdugu oksidan streste GSH tiiketim hizinin
H,0,’inkine gore daha hizli oldugu ve GSH’1n daha erken zamanda tiikendigi goriilmiistiir.
Alfa lipoik asidin invitro uygulandiginda her iki SOR fiiretici sisteme gore GSH diizeyleri
yiiksek seyretmistir. Bu sonu¢ a-LA’nin lipid peroksidasyonunun sebep oldugu GSH tiiketimi
azalttigin diisiindiirmektedir. a-Lipoik asidin bu etkisi a-LA’nin tiyol grubu i¢cermesinden
kaynaklantyor olabilir. Uygulanan o-LA’nin dozu artttkca GSH’un diizeyinin artmast bu
gorlisii  desteklemektedir. Ancak o-LA’nin, H,O;’in arttirdigt GSH tikketim hizim
yavaslatirken; Fe ™’nin arttirdigi GSH tiiketim hizim etkilemedigi goriilmiistiir. Bu bulgu a-
LA’nin lipid peroksidasyonunun baslamasinda Fe"*’nin olusturdugu oksidan streste zayif
etkili kalmasi, H,O,’in olusturdugu oksidan streste ise giiglii etkili olmas ile iligkili olabilir.

Hidrojen peroksit ile olusturulan oksidan streste GSH tiiketim hizi, MDA diizeyleri ile pozitif
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korelasyonda ve a-LA dozu ile de negatif korelasyonda iken, FAS ile olusturulan oksidan
streste GSH tiikketim hizinin MDA diizeyi ve a-LA dozu ile korelasyon gdstermemesi bu
bulguyu desteklemektedir.

Aktivasyon ve kontrol gruplarinda GSH tiikendikten sonra deney sonuna kadar hep
aym diizeyde kalirken, H,O,’in uygulanan homojenatlarda tiim a-LA gruplarinda 150.
dakikadan itibaren, FAS uygulanan homojenatlarda ise tiim o-LA gruplarinda 240. dakikadan
itibaren GSH diizeylerinin yiikselise gecmesi o-LA’nin sadece GSH’in tliketilmesini
azaltmadigin1 ayn1 zamanda rejenerasyonunu da artirdigini diisiindiirmektedir. Glutatyonun
rejenerasyon hizinin da doza bagimh oldugu goriilmektedir. Metal selasyonu, radikal toplayici
etkilerinin yani sira lipid peroksidasyonunun ilerleme sathasinda a-LA’nin giiglii baskilayici
etkiye sahip olmasinda GSH rejenerasyonunu saglamasinin 6nemli rolii olabilecegini
diistinmekteyiz. Glutatyon rejenerasyon hizinin her iki deney diizeneginde de MDA diizeyleri
ile negatif korelasyonda olmasi bu diisiinceyi desteklemektedir. Alfa lipoik asid, GSH
rejenerasyonunu sahip oldugu ditiyolan halkasinin indrigeme 6zelligi ile okside GSH’larin
indirgenmesini saglayarak veya GSH-Px ve/veya GSH sentezinde hiz kisitlayict enzim olan
y-glutamilsistein sentetaz aktivitesini arttirarak yapmis olabilir. Bu mekanizmalardan

hangisinin etkili oldugunu tespit etmek i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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SONUCLAR

Oksidan molekiiller SOR iireterek bir¢ok patolojik siireci baglatirlar. Oksidan ve
antioksidan sistemler denge halinde tutularak bu siire¢ engellenmeye ¢alisilir. Bu ¢alismada
rat karaciger homojenatlarina uygulanan H,O, ve FAS’ nin uyardig: lipid peroksidasyonu ve
o-LA’nin buna etkisinin incelenmesi amaglanmigtir. Hidrojen peroksit ve FAS’nin
uygulandigi iki deney diizenegine farkli konsantrasyonlarda o-LA eklendi. Malondialdehid ve
GSH’ un 6lgiildiigii bu calismada elde edilen sonuglar agsagida belirtilmistir.

Hem H,0O; ve hem FAS uygulanan deney diizeneklerinde:

1-Kontrol gruplarinda 1440. dakikadaki MDA diizeyleri, baslangi¢ diizeylerine gore
anlaml ytliksek bulundu.

2-Aktivasyon gruplarindaki MDA diizeyleri, kontrol gruplarina gore anlamli olarak
yiiksek bulundu.

3-Alfa lipoik asid uygulanan tiim gruplardaki MDA diizeyleri, aktivasyon
gruplarindaki diizeylere gore anlamli olarak diisiik bulundu.

4-Alfa lipoik asid dozu artikca MDA diizeyindeki azalmanin daha bariz oldugu, her iki
deney diizeneginde a-LA dozu ile iiretilen MDA diizeyleri arasinda 30. dakikadan itibaren
negatif korelasyon oldugu gbzlendi.

5-Invitro o-LA  kullanominin H,O, ile olusturulan oksidan streste lipid
peroksidasyonunun baslamasini FAS ile olusturulan oksidan strese gore daha fazla
geciktirdigi gézlendi.

6-Kontrol gruplarinda 1440. dakikalardaki GSH diizeyleri baslangi¢ diizeylere gore

anlaml olarak diisiik bulundu.
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7-Aktivasyon gruplarindaki GSH diizeyleri, kontrol gruplarima goére anlamli olarak
diistik bulundu.

8-Alfa lipoik asid uygulanan tiim gruplardaki GSH diizeyleri, aktivasyon gruplarindaki
diizeylere gore anlamli olarak ytiksek bulundu.

9-Hidrojen peroksit deneyinde GSH tiiketim hizinin a-LA kullanilan gruplarda
aktivasyon grubundan daha yavas ve a-LA dozuna bagimli oldugu gozlendi.

10-Ferr6z amonyum siilfat deneyinde GSH tiiketim hizinin a-LA kullanilan gruplarda
aktivasyon grubundan farkli olmadig1 gézlendi.

11-Glutatyon diizeyinin 2, 4 ve 8 mM gruplarinda, H,O, deneyinde 150. dakikadan,
FAS deneyinde de 240. dakikadan itibaren arttig1 gézlendi.

12-Her iki deneyde de GSH rejenerasyon hizinin MDA diizeyleri ile negatif
korelasyon gosterdigi bulundu.

Sonu¢ olarak bulgularimiz H,O, ve FAS uygulanan deney diizeneklerinde lipid
peroksidasyonunun uyarildigin1 géstermektedir. Alfa lipoik asid uygulanan gruplardaki MDA
diizeylerinin, aktivasyon gruplarindaki diizeylere gore anlamli diisiik olmasinin nedeni, o-
LA’nin antioksidan Ozelliklerinden kaynaklandigini, 6zellikle de lipid peroksidasyonunun
ilerleme safhasini1 baskiladigini sdyleyebiliriz. Bu etkisini de gerek metal selasyonu ve
gerekse radikal toplayici etkileri ile yapmus olabilecegi gibi, GSH tiiketimini yavaslatarak ve

GSH rejenerasyonunu saglayarak yapmis olabilecegini soyleyebiliriz.
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OZET

Oksidan {irlinlerin, diabetes mellitus, ateroskleroz, katarakt ve karaciger sirozu gibi
hastaliklarin patogenezinde rol aldigi bilinmektedir. Bu nedenle son yillarda antioksidan
molekiillerin terapotik amacli kullanimi artmistir.

Calismamizda; alfa lipoik asidin farkli dozlarinin invitro kullaniminin, rat karaciger
homojenatlarinda indiiklenmis lipid peroksidasyonu ve doku glutatyon diizeyine etkilerini
arastirmak amaclanmustir.

Rat karaciger homojenatlarinda hidrojen peroksit (15 mM) ve ferr6z amonyum siilfat
(2 mM) kullanilarak 2 farkli yontemle lipid peroksidasyon indiiksiyonu yapildi. Lipid
peroksidasyonu indiiklenen deney diizenekleri 4 alt gruba ayrildi ve bu gruplara sirastyla 0, 2,
4 ve 8 mM alfa lipoik asid eklendi. Doku glutatyon diizeyleri ve lipid peroksidasyon son
irlinli olan malondialdehid diizeyleri incelendi.

Hem hidrojen peroksit ve hem ferrdz amonyum siilfat uygulanan deney
diizeneklerinde; aktivasyon gruplarindaki malondialdehid diizeyleri kontrol gruplarina gore
anlaml ytiksek bulundu. Alfa lipoik asid uygulanan gruplardaki malondialdehid diizeyleri
aktivasyon gruplarindaki diizeylere gore anlamli diigsiik bulundu. Aktivasyon gruplarindaki
glutatyon diizeyleri kontrol gruplarina gore anlamli diisiik bulundu. Alfa lipoik asid
uygulanan gruplardaki glutatyon diizeyleri aktivasyon gruplarindaki diizeylere gdre anlamli
yiiksek bulundu. Glutatyon diizeyinin zamana bagli degisimi incelendiginde Once dereceli
olarak azaldigi, daha sonra arttigi, 4 ve 8 mM gruplarinda baglangi¢ diizeyini de astigi
gbzlendi.

Sonug olarak bulgularimiz, hidrojen peroksit ve ferréz amonyum siilfat uygulanan

deney diizeneklerinde lipid peroksidasyonunun uyarildigint gostermektedir. Alfa lipoik asid
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uygulanan gruplardaki malondialdehid diizeylerinin aktivasyon gruplarindaki diizeylere gore
anlaml diisiik, glutatyon diizeylerinin ise anlamli yiiksek olmasinin nedeninin, alfa lipoik

asid’in antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandigini soyleyebiliriz.

Anahtar Kkelimeler: alfa lipoik asid, malondialdehid, glutatyon, hidrojen peroksit,

ferr6z amonyum siilfat.
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THE EFFECT OF ALPHA LIPOIC ACID ON INDUCED LIPID
PEROXIDATION IN RAT LIVER HOMOGENATES

SUMMARY

It is known that oxidant species play a role in the pathogenesis of certain diseases such
as diabetes mellitus, atherosclerosis, cataract and hepatic cirrhosis. Therefore, the use of
antioxidant species for therapeutic purposes has risen up in the recent years.

The aim of the study was to investigate the different concentrations of alpha lipoic
acid on the induced lipid peroxidation and tissue glutathione level in rat liver homogenates.

Two different methods have been used for lipid peroxidation using hidrogen peroxide
(15 mM) and ferrous ammonium sulphate (2 mM). The experimental setups induced by lipid
peroxidation have been divided into four sub-groups. Alpha lipoic acid was added in 0, 2, 4
and 8 mM concentrations into those groups, respectively. The malondialdehyde levels which
is the end product of lipid peroxidation and the levels of tissue glutathione have been
determined.

In the experimental setups where both hidrogen peroxide and ferrous ammonium
sulphate have been applied, the levels of malondialdehyde in the activation groups have been
found to be significantly higher than to the control groups. The levels of malondialdehyde in
the groups that alpha lipoic acid has been applied has been found to be significantly lower
than the activation groups. The levels of glutathione in the activation groups have been
detected significantly lower when it was compared to the control groups. The levels of
glutathione in the groups where alpha lipoic acid has been applied has been found to be
significantly higher from the activation groups. When the time-dependent change in the level

of glutathione was investigated it was observed that this initially decrease
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and then started to increase. In the groups of 4 and 8 mM, this level was even over from the
starting point.

In conclusion, our findings suggest that lipid peroxidation is induced in the
experimental setups where hidrogen peroxide and ferrous ammonium sulphate are applied.
The reason of significantly lower malondialdehyde and higher glutathione levels in alpha
lipoic acid group than activation groups may be a result of the antioxidant properity of alpha

lipoic acid.

Key words: alpha lipoic acid, malondialdehyde, glutathione, hydrogen peroxide,

ferrous ammonium sulphate.
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OGUZ mazereti nedeniyle ,Yrd.Dog.Dr. Sevgi ESKIOCAK caligmacilardan birisi olmasi
nedeniyle katilmadi. Diger iiyelerin katilimiyla ¢alismanin incelenmesine ge¢ildi.

Yapilan inceleme sonucunda c¢alismanin Fakiiltemiz ~ Biyokimya Anabilim Dalinda
yapilacagl ve sorumlusunun Yrd.Dog.Dr.Sevgi ESKIOCAK oldugu; Arastirma protokoliiniin
amag, yaklasim, gere¢ ve yontemler ile goniilli bilgilendirme metni dikkate alinarak
incelenmesi sonucunda; Helsinki Deklerasyonu Kararlarina, Hasta Haklan Yonetmeligine ve
etik kurallara uygun olarak hazirlandigina ve yapilabilecegine mevcudun oybirligi ile karar
verildi.
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Yrd. Dog. Dr. Semsi ALTANER  Yrd.Dog.Dr.Sevgi ESKIOCAK Ecz.imran OGUZ
Uye Biyokimya Uzmani Uye
Patalo - katilmada Eczac1
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