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Ozet

Abstract

Calismanin amaci, diyabetli siganlarda alfa lipoik asit (ALA)
desteginin egzersizle olusan lipit peroksidasyonu ve antioksidan
durum Uzerine etkilerinin belirlenmesiydi. On iki sican kontrol grubu
olarak ayrildi. 48 sicana i.p 50 mg/kg tek doz streptozotosin verildi.
Bir hafta sonra kan glikoz diizeyleri 6lgllerek kan glikozu 300 mg/
dI’'nin Gzerinde olan siganlar c¢alismaya alindi. Ug hafta sonra
diyabetli siganlar Kontrol grubu, ALA grubu, diyabet egzersiz grubu,
ALA egzersiz grubu olmak lzere 4 gruba ayrildi. Iki hafta siireyle
ALA grubuna 100 mg/kg ALA i.p. olarak verildi. Egzersiz gruplarina
dahil olan sicanlara 15. gin akut egzersiz yaptirildi. Anestezi
altinda siganlardan intrakardiyak kan alindi ve alinan drneklerde
malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) dizeyleri ve siiperoksit
dismutaz (SOD) ve ksantin oksidaz (XO) aktiviteleri belirlendi.
Egzersiz yapan ALA grubunun MDA dizeyi egzersiz yapan diyabetli
gruptan duslktd. ALA takviyesi alan egzersiz grubunda NO diizeyi,
egzersiz yapan diyabetli kontrol grubundaki NO diizeyinden dusuktu.
Diyabetli si¢anlarda egzersizle olusan lipit peroksidasyonunu ALA
desteginin azalttigi, nitrik oksit artigini ALA destedinin engelledigi
sonuglarina varildi.

Anahtar kelimeler:Diyabet, egzersiz, alfa lipoik asit, oksidatif
stres

The aim of the study was to determine the effects of alpha
lipoic acid (ALA) on the lipid peroxidation and antioxidant status.
Twelve rats were included in the control group. 48 rats were given a
single dose of 50 mg/kg i.p. streptozocin. Blood glucose levels were
measured after one week and the rats whose blood glucose levels
were over 300 mg/dl were included in the study. After 3 weeks diabetic
rats were divided into four groups; diabetic control group, ALA group,
diabetic exercise group, ALA exercise group. ALA groups received
100 mg/kg i.p. ALA for two weeks. The rats in the exercise group
were exposed to exercise at 15th day. Intracardiac blood was taken
under anesthesia and malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO)
levels and superoxide dismutase (SOD) and xanthine oxidase (XO)
activities were determined in the blood samples. It was observed that
ALA exercise group had lower level of MDA than diabetic exercise
group. NO levels in the exercise groups supplemented with ALA were
lower than in the diabetic groups performed exercise but not received
this supplementation. We concluded that exercise induced lipid
peroxidation is decreased by ALA supplementation and NO increase
is attenuated by ALA supplementation in diabetic rats.
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GiRis

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip,
kisa 6mirll, kararsiz, molekil agirh§r dustk ve gok etkin molekllerdir.
insan viicudunda dogal olarak iiretilen reaktif bilesiklerdir, pozitif (immiin
sistem Uzerine) ve negatif (lipit, protein ve DNA oksidasyonu (izerine)
etkileri vardir. Serbest radikaller ve oksijenin radikal olmayan tlrevleri
birlikte reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilir (1,2). Serbest
radikal dretiminin antioksidan savunmanin kapasitesini asmasi huicresel
hasarla sonuglanan oksidatif strese yol agar (3). Diabetes mellitus,
hiperglisemiyle ve endojen insulinin yetersiz sekresyonu veya yetersiz
etkisiyle karakterize kronik bir metabolik hastaliktir (4). Hem insilin
bagimli (Tip 1) hem de insilinden bagimsiz (Tip 2) diyabette oksidatif
stres artar (5). Artan oksidatif stresin, diyabet ve komplikasyonlarinin
gelismesinde rol oynadigi yaygin olarak kabul edilmektedir (6). Ayrica,

oksidatif stresin insulin sekresyonunda ve etkisinde anormalliklere
neden oldugu ileri stirGimiistir (7). Egzersiz sirasinda olusan oksidatif
stres performansi ve egzersiz sonrasindaki toparlanma dénemini
etkiler. Egzersiz fizyolojisinde kabul géren dlslince, akut veya tiiketici
egzersizin serbest radikal Uretimini artirdi§idir. Buna karsilik, dizenli
egzersizler ise antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak ve oksidan
Uretimini azaltarak bu etkiyi tersine cevirebilir (8). Diyabet ve akut
egzersizin neden oldugu oksidatif hasarin énlenmesi igin uzun yillardan
beri gesitli antioksidan tedaviler Gizerinde galisiimaktadir. Yagda ve suda
¢Ozlnebilir 6zelligiyle alfa lipoik asit (ALA) giiclii bir antioksidandir. Hem
okside hem de indirgenmis formu antioksidan aktivite gdstermektedir (9).
ALA takviyesinin diyabet ve komplikasyonlari, iskemi reperfiizyon hasari
ve diger bircok klinik endikasyon tizerine yararli etkileri rapor edilmesine
ragmen diyabetli sicanlarda akut egzersizin neden oldugu oksidatif hasar
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Tav ve ark.

lizerine etkisini inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir (10,11).
Bu c¢alismanin amaci, diyabetli sicanlarda alfa lipoik asit takviyesinin
akut egzersizin neden oldugu lipit peroksidasyonu ve antioksidan durum
Uzerine etkilerini arastirmaktir.

GEREG ve YONTEM

Deney Hayvanlari

Calisma protokolii Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan onaylandi.
Calisma Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezinden temin edilen ve ortalama agiri§i 200 gram olan 10 haftalik
olan 60 erkek Sprague Dawley sican izerinde gerceklestirildi. Siganlar
calisma boyunca iklim kontrollli odalarda, 201 derece sicaklikta %
50 rolatif nem ve 12/12 saat 1sik periyodunda barindirildi. Siganlar
polikarbonat kafeslerde ve her kafeste 5 sican olacak sekilde barindirildi.
Yem ve su ad libitum verildi.

Deney Gruplari ve Dizayni

Oniki sigan kontrol grubu olarak ayrildiktan sonra 48 sicana tek doz 50
mg/kg streptozosin (STZ) intraperitoneal olarak verildi. STZ (S0130;
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) pH’si 4,5 sitrat tamponu icerisinde
¢Ozlldu. STZ enjeksiyonundan bir hafta sonra siganlarin kuyruk veninden
alinan kan 6rneklerinde glikoz konsantrasyonu 6lgildi ve 300 mg/
dl'nin Uzerinde olan siganlar ¢alismaya dahil edildi. Diyabetin etkilerinin
tam olarak ortaya ¢ikabilmesi igin 3 hafta beklendikten sonra siganlar
randomize olarak 5 gruba ayrildi ve gruplar su sekilde olusturuldu.

1. Kontrol grubu (K; n=12): Higbir islem yapilmayan grup.

2. Diyabet kontrol grubu (DM; n=11): Yalnizca diyabet olusturan grup.

3. Diyabet egzersiz grubu (DM+E; n=7): Kosu bandinda 20 m/dk hizda
30 dk egzersiz yaptirilan grup.

4. Diyabet ALA grubu (DM+ALA: n=10): Iki hafta boyunca giinde 100 mg/
kg i.p. ALA verilen grup.

5. Diyabet ALA egzersiz grubu (DM+ALA+E; n=10): Iki hafta boyunca
glinde 100 mg/kg i.p. ALA verilen ve calisma sonunda kosu bandinda 20
m/dk hizda 30 dk egzersiz yaptirilan grup.

ALA serum fizyolojik igerisinde ¢oziliinceye kadar NaOH ilave edildi
ve daha sonra pH'si 7.4 oluncaya kadar HCI ilave edildi ve diyabet
olusumunun 3. haftasinda itibaren iki hafta stireyle glinde 100 mg/kg
ALA i.p. olarak verildi.

Galisma sonunda siganlardan anestezi altinda intrakardiyak kan
alindiktan sonra servikal dislokasyon yapildi. Alinan kan érnekleri 3000
devirde 10 dakika santrifiije edildi ve plazma drnekleri analiz edilinceye
kadar -80 °C’de sakland!.
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Biyokimyasal Analizler

Malondialdehit (MDA) Seviyesinin Olgiimii

MDA seviyeleri tiobarbitiirik asit (TBA) reaktivitesi yontemi kullanilarak
olculdu (12). Yag asidi peroksidasyonunun bir Griini olan MDA, TBA
ile reaksiyona girerek sicak ve alkali ortamda, 532 nm’'de maksimum
absorbans veren renkli kompleks olusturur. Olusan kompleksin
okunan absorbansindan faydalanilarak MDA degerleri elde edilir.
1,1,3,3-tetramethoxypropane’nin  degisik  konsantrasyonlari ile
hazirlanan standart grafiginden faydalanilarak MDA duzeyleri nmol/ ml
olarak hesaplandi.

Ksantin Oksidaz (X0) Aktivitesinin Olgiimii

XO aktivitesi Prajda ve Weber'in (13) metoduna gore galisildi. Bu metot
numunede bulundugu farz edilen XO'in ortamdaki ksantinden Urik asit
olusturmasi esasina dayanir. Olusan (rik asit miktari % 100’lik TCA
solusyonu eklenmesi ile sabitlenir. XO aktivitesi U/ ml cinsinden ifade
edildi.

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Olgiimii

SOD aktivite analizi Sun ve arkadagslarinin (14) metoduna gore
gerceklestirildi. Yontem ksantin / ksantin oksidaz sistemi ile Uretilen
stiperoksitin nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgenmesi esasina dayanir.
Olusan slperoksit radikalleri ortamdaki NBT'yi indirgeyerek renkli
formazon olusturur. SOD aktivitesi U/ml olarak verildi.

Nitrik Oksit Seviyesinin (NO) Olgiimii

Viicutta endojen olarak tretilen nitrik oksitin doku ve viicut sivilarindaki
konsantrasyonu, pek gok galismada nitrit ve nitrat olarak belirtilmektedir.
CUnku nitrik oksit, dretildigi bolgede saniyeler iginde okside olarak énce
nitrite (NO, ) daha sonra da nitrata (NO, ) déniisebilmektedir. Total nitrit
(nitrit + nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmiyum rediiksiyon metodu ile
degderlendirildi ve sonuglar mmol/L olarak verildi.

Istatistiksel Analizler

Verilerin istatistik analizi bilgisayarda SPSS 15.0 for Windows programi
ile yapildi. Bulgular ortalamazstandart sapma (SS) seklinde verildi. Grup
verilerinin istatistiksel analizi ANOVA ile yapildi. Grup verileri arasindaki
farklar faktoriyel ANOVA kullanilarak elde edildi. P degerinin 0.05'den
kiclik olmasi anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Tim deney gruplarinin plazma MDA ve NO seviyeleri ve SOD ve XO
aktiviteleri Tablo 1'de gosterilmistir. Egzersiz yaptirilan diyabetli grupta
(DM+E) MDA degerleri kontrol (K) ve egzersiz yapmayan diyabetli
(DM) gruplara gére yiiksekti ve en yilksek MDA seviyeleri bu grupta idi
(P<0.05). Buna karsilik, DM+ALA+E grubunda MDA diizeyi egzersiz

Tablo 1. Gruplarin plazma MDA ve NO seviyeleri ve SOD ve XO aktiviteleri (Ort£SS)

K DM DM+E DM+ALA DM+ALA+E
n 12 1 7 10 10
MDA 0.72+0.31 0.96+0.57 2.03£0.20% 1.21£0.60 1.12£0.51¢
NO 26.90+21.61 32.13+12.03 70.90+26.31% 33.00+18.92° 28.02+14.20°
SOD 7.32%1.97 5.54+2.99 12.78+8.03 10.90£11.20 5.90+2.75
X0 0.23+0.14 0.16+0.14 0.19+0.15 0.21+0.23 0.19+0.11

aP<0.05 compared to K, bP<0.05 compared to DM-K, cP<0.05 compared to DM-Ex
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yapmayan kontroliinden farkli degildi (P>0.05). Egzersiz yapan diyabetli
grupta NO dlizeyi egzersiz yapmayan gruba gére daha ylksek bulundu
(P<0.05). ALA takviyesi yapilan egzersiz grubundaki NO duzeyleri,
sadece egzersiz yapan diyabetli gruptaki NO diizeyinden daha diistikti
(P<0.05) (Tablo 1). SOD ve XO aktiviteleri agisindan gruplar arasinda
herhangi bir fark yoktu (P>0.05) (Tablo 1).

TARTISMA

Bu calismanin amaci, diyabetli siganlarda 30 dakika sureli akut
egzersizin  neden oldugu lipit peroksidasyonu ve antioksidan
savunmadaki  degisiklikler ~ (izerine ALA takviyesinin  etkisinin
belirlenmesiydi. Calismanin baslica bulgusu, diyabetli sicanlara 30
dakika kosu egzersizi yaptirldiginda ALAnin lipit peroksidasyonu
uizerine etkili oldugudur. Bu galismada, diyabetli siganlarda 30 dakikalik
akut egzersizin lipid peroksidasyonuna ve oksidatif hasara sebep
oldugu MDA seviyelerindeki artis ile gosterildi. ALA verilen ve egzersiz
yaptirilan diyabetli gruptaki MDA diizeyinin diyabetli ve egzersiz
yaptirilan gruptakinden dusik oldugu gérildi. Diyabetli siganlarda ALA
takviyesi egzersiz grubunda lipit peroksidasyonunu azaltarak oksidatif
strese kargl koruma sagladi. Benzer bir calismada (15) ALA takviyesinin
kalp, karaciger ve gastroknemius kas dokusunu lipit peroksidasyonuna
kars! korurken beyin dokusunu korumadigi (16) gosterilmistir. Karnitin
ve ALA takviyesinin sigan beynindeki lipit peroksidasyonunu ve protein
karbonil miktarini azaltti§, antioksidan enzim aktivitesini artirdigi
gosterilmistir (17). Beta karoten ve ALAnin diyabetik sicanlarda oksidatif
stresi azaltmada etkili oldugu bulunmustur (18). Bu ¢alismada, ALA
verilen ve egzersiz yaptirilan ve yaptiriimayan diyabetli gruplardaki
NO duzeyleri diyabetli ve egzersiz yaptirilan gruptakinden distktd.
NO diistk konsantrasyonlarda antioksidan yiksek konsantrasyonlarda
ise prooksidan etki gosterdiginden ALA takviyesi yapilan gruplarda NO
seviyelerinin azalmasi ALAnin antioksidan etkisini desteklemektedir.
Diyabetli siganlarda ALA takviyesi egzersiz grubunda prooksidan etkiyi
azaltarak oksidatif strese karsl koruma sagladi. Mevcut calismada
SOD ve XO aktiviteleri agisindan gruplar arasinda herhangi bir fark
yoktu. ALAnin bobrek, karaciger ve kalpte Cu/Zn SOD aktivitesini
azaltirken, glutatyon peroksidaz aktivitesini artirdigi bildirilmistir (19).
Bir baska calismada ise Oksala ve ark (20) siganlarda lipoik asit
takviyesinin egzersizin neden oldugu oksidatif strese karsi antioksidan
korumayi deneysel diyabetin varliginda veya yoklugunda artirdigini
gostermiglerdir. Calismamizda, ALA takviyesinin egzersiz yaptirilan
grupta SOD'un diizeyini istatistiksel agidan 6nemli olmamasina ragmen
belirgin derecede azalttigi gorilmistr.

Sonug olarak, ALA takviyesi diyabetli siganlarda egzersizle olugan lipit
peroksidasyonunu ve NO seviyelerini énemli 6lclide azaltarak giiclii bir
antioksidan etki gosterir ve oksidatif hasari azaltir.
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