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OZET

Yiksek Lisans Tezi

BUTILHIDROKSITOLUEN'IN SICAN DOKULARINDA LAKTAT
DEHIDROGENAZ VE GLUKOZ 6 FOSFAT DEHIDROGENAZ
AKTIVITELERI UZERINE ETKIiSI

Aboush EL ARFAQOUI

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Egemen DERE

Biitillenmis hidroksitoluen (BHT), oncelikle antioksidan ozellikleri ile gida katki
maddesi olarak kullanilir. Ayrica, kozmetik, ilag, kauguk, elektrik transformatdr yagi ve
mumyalama sivist gibi ¢esitli iriinlerde bir antioksidan katki maddesi olarak
belgelenmistir. LDH, tiim hiicrelerde bulunan stabil bir sitoplazmik enzimdir. LDH,
plazma membran1 hasar gordiigiinde hiicre kiiltiirli siipernatantina hizla salinir. Glikoz-
6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH) enzimi, pentoz fosfat metabolik yolunun en onemli
enzimlerinden birisidir. Bu ¢alismada, BHT maruziyetinin, sicanlarin karaciger, bobrek,
beyin ve akciger dokularinda LDH ve G6PDH aktiviteleri tizerine etkisi aragtirilmistir.
LDH ve G6PDH aktivitesi izlenmis, BHT'nin neden oldugu sitotoksisite
degerlendirilmis ve c¢alisilan dokulardaki hasar yorumlanmistir, ¢calismada 200-250gr
agirhiginda wistar-albino sicanlar kullanilmistir. Hayvanlar kontrol ve deney gruplarina
ayrilarak, her calisma saatinde deney grubu ve kontrol grubu igin 3’er sican ele
alimmistir. BHT nin 125, 250 ve 500 mg/kg dozlar intraperitonal yolla uygulanmistir.
Enjeksiyondan 12 ve 24 saat sonra servikal dislokasyon ile oOldiiriilerek siganlarin
karaciger, bobrek, beyin ve akciger dokular siiratle ¢ikarilmistir. LDH ve G6PDH
aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Sonu¢ olarak beyinde LDH
aktiviteleri, BHT uygulamasindan sonra kontrol gruplara gore anlaml bir artis, ancak,
karaciger ve bobrekte anlamli bir azalis gostermistir. G6PDH aktivitesinin kontrol
degerlerine gore diisiis ve ¢ikislar gostermesine ragmen bu farklar istatistiksel olarak
anlamsiz goriilmustiir.

Anahtar Kelimeler: Biitilhidroksitoluen, Laktat dehidrojenaz, Glikoz 6 fosfat
dehidrojenaz, Karaciger, Akciger, Beyin, Bobrek.
2022, vii + 44 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

EFFECT OF BUTYLHYDROXYTOLUENE ON LACTATE
DEHYDROGENASE AND GLUCOSE 6 PHOSPHATE DEHYDROGENASE
ACTIVITIES IN RAT TISSUES

Aboush EL ARFAOUI

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Assoc. Dr. Egemen DERE

Butylated hydroxytoluene (BHT) is primarily used as a food additive for its antioxidant
properties. This product has also been documented as an antioxidant additive in a
variety of products such as cosmetics, pharmaceuticals, rubber, electrical transformer
oil, and embalming fluid. LDH is a stable cytoplasmic enzyme found in all cells. LDH
is rapidly released into the cell culture supernatant when the plasma membrane is
damaged. The glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) enzyme is one of the most
important enzymes of the pentose phosphate metabolic pathway. In this study, the effect
of BHT exposure on LDH and G6PDH activities in liver, kidney, brain and lung tissues
of rats was investigated. LDH and G6PDH activity were monitored, cytotoxicity caused
by BHT was evaluated and damage in the studied tissues was interpreted. Wistar-Albino
rats weighing 200-250gr were used in the study. The animals were divided into control
and experimental groups, and 3 rats were handled each time for the experimental group
and the control group. 125, 250 and 500 mg/kg doses of BHT were administered
intraperitoneally. 12 hours and 24 hours following injection, the rats were killed by
cervical dislocation and liver, kidney, brain and lung tissues were removed quickly. The
activities of LDH and G6PDH were determined. Our result showed that BHT
administration increases LDH activities significantly in the brain compared to the
control groups. However, a significant decrease in LDH activities was observed in the
liver and kidney. Although G6PDH activity showed decreases and increases compared
to control values, these differences are statistically insignificant.

Key words: Butylated hydroxytoluene, lactate dehydrogenase, glucose-6-phosphate
dehydrogenase, liver, kidney, brain, lung tissue.
2022, vii + 44 pages.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Kisaltmalar Aciklama

ADI Kabul Edilebilir Giinliik Alim Miktar1

BALF Bronkoalveolar lavaj sivisi

BHA Biitillenmis Hidroksianisol

BHT Butillenmis Hidroksitoluen

BHT-CHO 3,5-Di-tert-butil-4-hidroksibenzaldehit
BHT-CH20H 3,5-Di-tert-butil-4-hidroksi-benzil alkol

BHT-COOH 3,5-Di-tert-butil-4-hidroksibenzoik asit

BHT-OH 2,6-Di-tert-butil-4-hidroksi-4-metil-2,5 sikloheksadien-1-on
BHT-Q 2,6-Di-tert-butil-2,5-sikloheksadien-1,4-dion
BHT-QM 2,6-Di-tert-butil-4-metilen-2,5-sikloheksadien-1-on
CAS Kimyasal Ozetler Servisi

DBP 2,6-Di-tert-butil-4-fenol

EDTA Etilendiamintetraasetik Asit

EFSA Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

EINECS Avrupa Mevcut Ticari Kimyasal Maddeler Envanteri
FDA Gida ve Ilag Idaresi

GRAS Genellikle Giivenli Olarak Kabul Edilir

G6P Glikoz-6-Posfat

G6PDH Glikoz-6-Fosfat Dehidrojenaz

HPLC Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

JECFA Gida Katki Maddeleri Ortak FAO-WHO Uzman Komitesi
LDH Laktat Dehidrojenaz

NAD Nikotinamid Adenin Diniikleotit

NOAEL Gozlenebilir Olumsuz Etki Gostermeyen Doz

ROS Reaktif Oksijen Tiirleri

SCF Tiiketici Finansmani1 Anketi

SFA Sentetik Fenolik Antioksidanlar

TBHQ Tert-Biitilhidrokinon
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1 GIRIS

Gegmisteki yasam tarzi bugiinkii gibi degildi, her seyden Once yeme
aliskanliklarimiz degisti. Daha Onceleri basit yasaniyor, organik ve dogal iirtinler
ile besleniliyordu. Insanoglu doganin sundugu her seyi nasil tiiketmesi gerektigini
biliyormus. Ancak artan insan sayisi ve teknolojinin gelismesiyle birlikte,
yagsamimiza pek cok sentetik madde girmeye basladi. Bu yeni iiriinler insan

hayatin1 kolaylastirdi.

Gelisen teknoloji, gida iiretim yontemlerinin degismesine neden oldugu gibi,
gidalarin uzun siire bozulmadan saklanabilmesinin yolunu da agmistir. Ancak bu
durum yeni problemlerin aciga cikmasina, gida koruyucularimin insan saglig

tizerine olumsuz etkilerinin olusmasina neden olmustur.

Gidalarda kullanilan katki maddelerinin arasinda Sentetik Fenolik Antioksidanlar
(SFA) oOnemli bir yer tutmaktadir. 2,6-di-tert-bitil-4-hidroksitoluen
(biitilhidroksitoluen) (BHT), kati, siv1 yaglar ve kozmetikler dahil olmak iizere
¢ok cesitli tirtinlerde kullanilan bir antioksidandir (Wang ve Kannan, 2019, s. 24).
SFA, tiiketici glivenligini saglamak i¢in gidalarda ve kozmetiklerde siklikla
kullanilmaktadir. Antioksidanlarin kullanimina izin verilen smnirlar, tlkeden
iilkeye biiyiik farkliliklar gostermektedir (Reische, Lillard ve Eitenmiller, 1998;
Yehye, Rahman, Ariffin, Abd Hamid, Alhadi, Kadir ve Yaeghoobi, 2015. s. 297).

Antioksidan o&zelliginden dolay1 BHT, gida korunmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalar, yliksek dozlarda BHT'ye maruz kalan
laboratuvar hayvanlarinin bazi dokularinda belirgin degisikliklerin meydana
geldigini gostermektedir (Thompson ve Bolton, 1991; Waseem ve kaw, 1994. s.
33).

Nieva-Echevarria, Manzanos, Goicoechea ve Guillén (2015, s.67) tarafindan
yapilan bir ¢caligmada, 14 farkli BHT metabolitinin insan sagligi i¢in kanser dahil
pek cok onemli tehlikeler olusturabilecegi One siiriilmiistiir. Yiiksek dozlarda

BHT’nin, sentrilobiiler nekroza, serum transaminaz aktivitesinin artmasina Ve



karacigerde kanamaya neden oldugu, ayrica hepatokarsinogenezin promotorii
olarak sican ve kedilerde hepatositlerin mitotik aktivitelerini  arttirdigt
gosterilmistir (Powell, Connelly, Jones, Grasso ve Bridges, 1999; Yehye ve
digerleri, 2015. s. 298).

Anaerobik glikolizin 6nemli enzimlerden biri olan Laktat Dehidrojenaz (LDH)
diizeyi, akut ve kronik hiicre hasarinin en 6nemli belirteglerinden birisidir. Bu
enzimin hiicre dis1 aktivitesi, oksidatif stres kosullar1 altinda artar, ¢linkii hiicre
biitiinliighi lipid peroksidasyonu islemi sirasinda degisebilir. Pentoz fosfat
metabolik yolunun solunum kontrol enzimlerinden olan Glikoz-6-Fosfat
Dehidrojenaz (G6PDH), hiicreleri ve hiicre zarlarini oksidatif hasardan koruyan

ve hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan bir enzimdir.

Bu ¢alismanin amaci, BHT'nin si¢anlarin karaciger, bobrek, beyin ve akciger

dokularindaki LDH ve G6PDH aktiviteleri iizerindeki etkisini aragtirmaktir.



2 KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1 Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

2.1.1 BHT’nin ozellikleri ve kimyasal yapisi

BHT'nin resmi terminolojisi 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol'diir, di-tert-biitil-2,6
para-kresol, 3,5-di-tert-biitil-4 hidroksitoluen isimleri altinda listelenen molekiiller
de vardir. BHT, orto pozisyonlarinda iki tert-butil grubu baglanmais, parakresolden
(4-metilfenol) tiiretilmis aromatik bir bilesiktir (Sekil 2.1). CisH240, yaklasik
220g/mol'lik bir molekiiler kiitleye karsilik gelir. Alkolde ¢oziiniir. Beyaz veya
sar1 kristaller halinde, toz seklinde bulunan kokusuz bir katidir. BHT, polar bir
molekiil degildir, molekiil tizerindeki iki tane tersiyer biitil grubu, onu lipitte
¢Oziinlir hale getirir. Bununla birlikte, tersiyer biitil gruplari, antioksidan aktiviteyi

de sinirlar. BHT nin 6zellikleri ¢izelge 2.1 de verilmistir.

BHT E-321 kodu ile gida, kozmetik ve plastik endiistrilerinde katki maddesi
olarak yaygin olarak kullanilan sentetik bir fenolik antioksidandir. BHT, serbest
radikallerin zincirleme tepkimesi sonucu olusan lipidlerin oksidasyonuna kars1
radikal stiptriici fonksiyon gorerek gidalari bozulmaktan korur (Lanigan ve
Yamarik, 2002; Mean, Deger ve Yildirim, 2018. s. 462).

Sekil 2.1. Biitillenmis hidroksitoluenin yapisi (C15H,40)
(National Center for Biotechnology Information, 2022).



Cizelge 2.1. BHT ozelliklerinin 6zeti (Marilou, 2016). Diizenlemis

IUPAC adi

Es anlamli

INCI

EINECS

Formiil
Molekiiler agirlik
Mensei

Fiziksel durum
Renk

Koku

Yogunluk

Buhar yogunlugu
fiizyon noktasi
Kaynama noktasi

Alevlenme noktasi(agik bardak)

Coziintirlik

20 ° C'de yogunluk

Log Pow

Gida katki maddesi numarasi
Gidada gerekli olan saflik
Safsizliklar

-2,6di-tert-butil-4-metilfenol

biitillenmis hidroksitoluen
-2,6di-t-biitil-p-kresol
-2,6bis (1,1-dimetiletil)-4-metilfenol

BHT

204-881-4

C15H240

220,34 g/mol
Sentetik

Kati; kristaller veya toz
Renksiz ila soluk sar1
Kokusuz

1,048 g/mL a 20°C
7,6

70°c¢

265°C

126,6° C

Suda az ¢oziiniir (0,6 ila 1,1 mg /)
Propan-1,2-diol i¢inde az ¢oziiniir

Etanolde ve yag asitlerinde ¢oziiniir (yagda

¢oziiniir)
1,048 g/MlI
51

E321
>99%

Arsenik <3 mg / kg

Agir metaller <10 mg / kg
Kursun <5 mg / kg
Civa<1mg/kg



2.1.2 BHT’nin sentezi ve kullanim

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi “European Food Safety Authority” (EFSA)
(2012) Paneli, BHT'nin yiiksek saflikta p-kresol (4-metilfenol) ve izobutilen (2-
metilpropen) arasinda bir alkilasyon tepkimesi ile elde edildigini belirtmistir. BHT
ilk kez 1947'de petrol ve yapistirict endiistrisinde endiistriyel bir antioksidan
olarak kullamilmistir (Witschi, Malkinson ve Thompson, 1989, s. 89). BHT; kara
tagitlarinda ve havacilikta kullanilan benzinlerde, yaglama, tiirbin ve izolasyon
yaglarinda, mumlar, sentetik ve dogal kauguklar, boyalar, plastikler ve
elastomerlerin, uzun siireli depolama islemlerinde oksidasyondan koruyucu olarak
kullanilmaktadir (Organisation for Economic Co-operation and Development
[OECD SIDS], 2002. s. 7). 1950'lerde ise BHT, gida ve kozmetik endiistrilerinde
katki maddesi olarak kullamlmaya baslanmistir. 1954'ten beri Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) tarafindan gidalarda ve gida ambalajlarinda diisiik dozlarda kullanim igin
onaylanmistir (Hilton, 1989; Yehye ve digerleri, 2015, s. 298). 1958'de Genel
Olarak Giivenli Kabul Edilmis (GRAS) statiisii almistir. Cilinkii kullanimindan

kaynaklanan o giine kadar herhangi bir olumsuz sonug bildirilmemistir.

BHT, 1s1l islem gormiis gidalarin profesyonel iiretimi i¢in kat1 ve sivi yaglara,
kizartma yaglarina (zeytin-prina yagi harig), tek basina veya gallatlar, Biitillenmis
Hidroksianizol (BHA) veya Tert-Biitilhidrokinon (TBHQ) ile birlikte 100mg/kg'a
kadar eklenebilmektedir. Domuz yaginda, balik yaginda sigir yaginda, kiimes
hayvanlar1 ve koyun eti yaginda da kullanilmaktadir (Nieva-Echevarria ve
digerleri, 2015. s. 67). Ayrica, sakiz ve diger baz1 gidalarda 400mg/kg'a kadar
BHT'ye tek basina veya gallat ve BHA kombinasyonu halinde izin verilmektedir
(Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015. s. 67) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Biitillenmis Hidroksianisol (BHA) ve Biitillenmis Hidroksitoluen
(BHT) (Branen, 1975)

2.1.3 Yonetmelikler
2.1.3.1 Gida mevzuati

1987'de Tiiketici Finansmani Anketi (SCF), mutajenite ¢alismalari, sicanlarda ve
farelerde kanserojen diizeyini belirleme c¢aligsmalari, 6zel tiroid c¢alismalari, kan,
gelisim ve davranis, ¢esitli tiirden dogum sonrasi ve metabolik veriler dahil olmak
tizere BHT ile ilgili mevcut tiim ¢alismalar1 gézden gegirerek, kabul edilebilir
gtinliik alim miktar1 (ADI) 0-0,05 mg/kg viicut agirligi olarak belirlemistir (EFSA,
2012, . 1).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii ve Diinya Saglik Orgiitii (FAO-WHO)
Uzman Komitesi (JECFA) (1996, s. 8), BHT'nin akcigerler, karaciger, bobrekler,
pihtilasma mekanizmalar1 {izerindeki etkileri, karsinojenez, {lreme ve
genotoksisitenin tesviki ile ilgili verileri degerlendirmis, bu degerlendirmeye gore
komite, BHT i¢in ADI, 0-0,3mg/kg viicut agirligi/giin oldugunu belirtmistir.
OECD (2002), sicanlarin kronik oral maruziyeti sirasinda karaciger ve tiroid
bezinin birincil hedef oldugunu belirtmistir. Kronik maruziyet igin gozlenebilir
olumsuz etki gostermeyen doz (NOAEL) 25mg/kg viicut agirligi/giin BHT olarak
kabul edilmektedir. BHT'nin olasi kanserojen ve timdr yapici etkisi igin

100mg/kg viicut agirligi/giin esik degerinin kabul edilebilecegi belirtilmistir.



Nitekim, SCF 5mg/kg viicut kiitlesi/giin gozlemlenebilir yan etkisi olmayan
NOAEL maksimum bir doz bulmus ve 100 giivenlik faktoriinli, dolayisiyla
yukarida belirtilen degeri dikkate almay1 uygun gormiistiir (EFSA, 2012, s. 2).

2.1.3.2 Kozmetikte bulunan derisimler ve oneriler

Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) veya asit sitrik gibi ayirici bir ajan ilavesiyle
doymamis malzemeler iceren kozmetikler icin optimal kullanim derisiminin
%0,01-%0,1 oldugunu bildirmistir. Flyvholm ve Menne (1990, s. 343), BHT'nin
genellikle "tuvaletlerde™ 200-1000ppm derisimlerde kullanildigini ileri stirmiistiir.
Giines koruyucularinda 208-251ug/g miktarlarinda BHT tespit edilmistir. Dudak
koruyucularinda 189-195ug/g, 251ng/g el kremi iginde “anti age” iirlinlerde 61-
336g/g ve merhemde 63ug/g BHT bulunmaktadir (Irache, Vega ve Ezpeleta,
1992). BHT, ¢ok ¢esitli kozmetik formiilasyonlarinda antioksidan olarak %0,0002
- %0,5 arasinda degisen derisimlerde kullanilmaktadir (Lanigan ve Yamarik, 2002
s. 21).

2.1.4 BHT'nin antioksidan ozellikleri

Serbest radikaller hiicre hasarinda hayati rol oynamaktadir. Serbest radikallerin
etkisini azaltmak ve neden olduklar1 hasar1 geciktirmek icin bir¢ok dogal ve
sentetik antioksidan kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlar en ¢ok gida, yem,

kozmetik, biyomedikal, kauguk ve plastik endiistrilerinde kullanilmaktadir.

En etkili antioksidanlar, serbest radikallerin zincirleme tepkimelerini
engelleyenlerdir. Genellikle aromatik veya fenolik halkalar iceren bu
antioksidanlar, oksidasyon sirasinda olusan serbest radikallere hidrojen verir ve
kendileri bir radikal olurlar (Yehye ve digerleri, 2015, s. 297).

BHT'nin antioksidan 06zellikleri molekiiler konfigiirasyonuna dayanmaktadir.
BHT, diger sentetik fenolik antioksidanlar gibi, hidroksi grubunda bagislanabilen

ve lipid oksidasyonunun baslama basamagi sirasinda iiretilen serbest radikalleri



azaltan kararsiz bir hidrojen atomuna sahiptir. Béylece, BHT'nin kendisi oksitlenir
ve sonraki tliretilmis radikal, benzen halkasinda elektronik delokalizasyon ile
stabilize edilir. BHT, lipidlerin oksidasyonunu geciktirebilir, gidalarin raf 6mriini
uzatabilir ve radikal oksidasyonunun yayilmasini durdurabilir (Nieva-Echevarria
ve digerleri, 2015; Warner, Brumley, Daniels, Joe ve Fazio, 1986). Tekli oksijen
(02 (*Ag)), hidroksil radikalleri (*OH) ve peroksit radikalleri (*OOR) gibi giiclii
oksitleyici radikallere karsi etkili bir sekilde tepkimeye girdigi bildirilmistir,
ancak tepkime mekanizmasi reaktife bagh olarak degisebilir (Lambert, Black ve
Truscott, 1996; Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015. s. 70). *OH ile ilk tepkime
mekanizmasi, kataliz tarafindan takip edilen OH grubunun eklenmesini igerir. Bu,
fenoksi tipi bir radikalin elde edilmesini ve suyun olusmasmm saglar. Ikinci
mekanizma, iki *ROO igerir (Sekil 2.3). Ik olarak, BHT ile radikallerden biri
arasinda bir kompleks olusur. Kompleks, hidrojen transferi yoluyla ikinci radikali
azaltir. Son mekanizma O ile ilgilidir. BHT ile tersinir bir kompleks olusumunu
da icerir (Lambert ve digerleri, 1996).
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Sekil 2.3. BHT 'nin reaktif oksijen tiirevleri ile etkilesimleri (Boskou, 1999;
Lambert ve digerleri, 1996). Diizenlemis




2.1.5 Emilim ve metabolizma

2.1.5.1 Emilim ve dagitim

Emilim agiz yoluyla olabilecegi gibi deri yoluyla da gerceklesebilir. BHT,
gastrointestinal sistemden ve az miktarda saglam deriden kolayca emilir. BHT
iceren diyetlerle uzun siireli beslenmeden sonra BHT o6zellikle yag dokusunda
birikirken, karacigerde daha diisiik diizeylerde bulunur (OECD SIDS, 2002. s.
12). BHT igeren kozmetik iiriinlerin kutandz uygulamasi ile cildin BHT'yi emdigi
gosterilmigtir (Ham, Lim, Whang ve Song, 2020. s. 6; Lanigan ve yamarik, 2002).
Ek olarak, dis dolgu macunu kullanan kisilerin, kullanmayanlara goére daha
yiikksek seviyelerde BHT'ye maruz kalabileceyi ileri siriilmistir (Ham ve
digerleri, 2020. s. 7; Wang, Kannan, Xue ve Kannan, 2016). BHT sindirim sistemi
tarafindan ise hizla emilir, daha sonra metabolizma i¢in karacigerde dagilir ve yag

dokusunda depolanir (Witschi ve digerleri, 1989; Wang ve Kannan, 2019).

2.1.5.2 Metabolizma

BHT, mikrozomal monooksijenaz sisteminin giiglii bir indiikleyicisidir ve ana
bozunma yolu, sitokrom P450 tarafindan katalize edilen oksidasyondur (Conning
ve phillips, 1986; Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015. s. 71). Boylece,
oksidasyon tepkimeleri ile metabolize edilen BHT, mikrozomal monooksijenaz
sisteminin bir indiikleyicisi iken, BHA dahil diger fenolik antioksidanlar sadece
zayif indiikleyicilerdir (Conning ve phillips, 1986). 40'tan fazla BHT metaboliti
tammlanmistir (EFSA, 2012, s. 13; JECFA, 1996; Matsuo Mihara, Okuno,
Ohkawa ve Miyamoto, 1984). Cizelge 2.2 BHT'nin en 6nemli metabolitlerini
gostermektedir. BHT'nin olas1 metabolik yollar1, para-metil, tert-butil gruplarinin
oksidasyonu ve aromatik halka tizerinden oldugu agiklanmistir (Zhang, Li ve Cui,
2020, s. 1).

BHT nin metabolizmasi 2 ana yol’a ger¢eklesir. Alkil siibstitiientlerinin ve benzen
halkasimin oksidasyonu (sekil 2.4): Alkil ikame edicilerin oksidasyonu ile ilgili
olarak, BHT, p-metil grubunda veya her iki tert-butil grubunda oksidasyon



gosterebilir (Daniel, Gage ve Jones, 1968; Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015, s.
72). Tiirler arasinda metabolik farkliliklar rapor edilmistir: Siganlar, tavsanlar ve
maymunlar i¢in ana metabolik yol p-metil grubunun oksidasyonu iken, insanlarda
ve farelerde tert-butil gruplarinin oksidasyonu baskindir (Conning ve phillips,
1986, s. 1145). Ana biyotransformasyon, p-metil grubunun oksidasyonudur ve
tert-butil gruplarinin oksidasyonu, si¢anlarda kiiciik bir tepki vermektedir (Matsuo
ve digerleri 1984). Insanlarda birikimle ilgili olarak, BHT'nin farelere gore insanin
yag dokusunda daha yiiksek degisimlere ulastigi sonucuna varilmistir (Conacher,
Iverson, Lau ve Page, 1986; Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015. s. 73).
Doz/viicut agirligmma gore insanin yag dokusunda BHT birikimi siganlara gore
daha yiiksek goriinmektedir (Anonim 2002; EFSA, 2012, s. 13; Madhavi,
Deshpande ve Salunkhe, 1996); insanlarda, siganlarin aksine, 6nemli bir
enterohepatik dolasim gozlenmemistir (EFSA, 2012; JECFA, 1996). Farelerde,
BHT tercihen metabolizma ile ilgili organlarda (6rnegin; karaciger ve bobrekler)
birikir, BHT ve metabolitlerin karacigerde tercih edilen birikimi, potansiyel
hepatotoksisite gosterir (Zhang ve digerleri, 2020. s. 4). p-metil grubunun
oksidasyonu meydana geldiginde, BHT-COOH ana metabolit olarak kabul edilir
ve karsilik gelen aldehit (BHT-CHO) ve alkol (BHT-CH20H) araciligiyla
tiretilebilir (Matsuo ve digerleri, 1984; Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015. s. 72);
BHT-CHO'nun oksidasyonu da 2,6-Di-tert-butil-2,5-sikloheksadien-1,4-dion
(BHT-Q)'ya neden olabilir (Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015; Oikawa,
Nishino, Oikawa, Inoue, Mizutani ve Kawanishi, 1998, s. 72). Ek olarak, sigan
karacigerinde BHT-COOH'nin daha fazla metabolizmasi, 2,6-Di-tert-butil-4-
fenol’ye (DBP) dekarboksilasyona ve ardindan BHQ ve BHT-Q olusumuna neden
olabilir (Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015, s. 72; Yamamoto, Tajima,
Takemura ve Mizutani, 1991). Tert-butil gruplarinin oksidasyonu gerceklestiginde
BHT-OH ve tirevi 2-Tert-butil-6-(2-hidroksi tert-butil)-4-metilen  2,5-
sikloheksadien-1-on BHT-OHQM olusabilir (Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015,
S. 72; Thompson, Carlson, Sun, Dwyer-Nield ve Malkinson, 2001). BHT'nin
aromatik halkasinin ikinci oksidasyon yolu ile ilgili olarak, bu, digerlerinin yani
sira BHT-Q ve BHT-OOH'nin olusumuna yol agabilir; sirayla, bunlar BHT-QM
tiretebilir (Becker,1969; Guyton, Bhan, Kuppusamy, Zweier, Trush ve Kensler,
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1991; Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015. s. 72). BHT'nin ana metabolitleri doku
ve diskida bulunan BHT-quinol, BHT-COOH, BHT-Q, BHT-CHO ve BHT-
OH'dir (Zhang ve digerleri, 2020. S. 4). Zhang ve digerleri, BHT-COOH, tiim
dokularda BHT-kinol disinda baskin metabolittir ve BHT-COOH, esas olarak

karacigerde BHT-kinoliin aksine bobreklerde ve kanda biriktigini eklemistir.

Sicanlarda dort ana metabolit tammmlanmustir: 3,5-di-tert-butil-4 hidroksi-benzoik
asit (BHT asit), 2,6-di-tertbutil-4-hidroksimetilfenol (alkol BHT) ve 3,5- di-tert-
butil-4 hidroksibenzaldehit (BHTaldehit) ve BHT kinon metid (2,6 di-tert-butil-4-
metilen-2,5-sikloheksadien-1-on, BHTQM) (EFSA, 2012, s. 13; Madhavi ve
digerleri, 1996). BHT ve metabolitlerinin atilimi, insanlarda esas olarak idrarla
atilirken, kemirgenlerde %50-80" fegesle olur (Daniel, Gage, Jones ve Stevens,
1967; Daniel, 1986; Nieva-Echevarria, 2015. s. 72). Genel olarak, disk1 ve idrarla
atilim, ksenobiyotiklerin atilimimin iki ana yoludur (Ohtsu, Susaki ve Noguchi,
2018; Zhang ve digerleri, 2020. s. 4).

Ayrica BHT'min atilimi1 ve metabolizmasi diger sentetik fenolik antioksidanlar
SFA'lerden daha yavastir ve doku birikimi BHA'dan daha yiiksektir (Conning ve
Phillips, 1986; Ham ve digerleri, 2020. s. 1). Matsuo ve digerleri (1984), BHT'nin
sicanlardaki ana metabolitlerinin hem serbest formda hemde BHT-COOH
seklinde oldugunu kaydetmistir.  Glukuronid ve  S-(3,5-di-tert.-butil-4-
hidroksibenzil) -N-asetilsistein. Merkapturik asit, genel olarak kabul edilen
enzimatik mekanizmadan tiiretilmis gibi gériinmemektedir ve serbest radikal BHT
ile sistein arasinda enzimatik olmayan bir tepkime icerebilir. Sican idrarinda
bulunan glukuronid ester ve merkapturik asit de sican safrasinin ana
metabolitleridir ve enterohepatik dolasimdan sorumlu olduklarina inanilmaktadir.

Serbest BHT asidi, sican diskisinin ana bilesenidir.
Bagka bir ¢alismada (Daniel ve digerleri, 1968), insanlarda serbest ve konjuge

BHT asidinin idrarda minor bir bilesen oldugunu ve merkapturik asidin hemen

hemen hi¢ bulunmadigini kaydetmistir.
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Farelerdeki BHT-COOH bosaltim modelleri, siganlardakilerden Onemli OGlgiide
farklidir; fareler onu esas olarak idrarda glukuronid konjugati olarak atarken,
siganlar onu esas olarak diskida serbest asit olarak atmislardir (Matsuo ve
digerleri, 1984). Serbest ve glukuronidlenmis BHT-COOH, yetiskin insan
idrarinda tanimlanan ana metabolitlerdir (Holder, Ryan, Watson ve Wiebe, 1970;
Wang ve Kannan, 2019. s. 27). Kopeklerde metabolizma, siganlarinkine benzerdir
ve onemli safra atilimi gézlenmektedir. Maymunlarda majér metabolit BHT asit
glukuroniddir ve atilim hizi insanlardakine benzerdir (EFSA, 2012, s. 13;
Madhavi ve digerleri, 1996).
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Sekil 2.4. BHT'nin antioksidan ve prooksidan aktivitesi igin Onerilen tepkime
yollart (Daniel 1986; Guyton ve digerleri, 1991; Matsuo ve digerleri, 1984; Nieva
— Echevarria ve digerleri, 2014, s. 72; Oikawa ve digerleri, 1998; Thompson ve
digerleri, 2001; Rodil, Quintana ve Cela, 2012; Yamamoto ve digerleri, 1991).
Diizenlemis.
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Cizelge 2.2. —2,6-Di-tert-butil-hidroksitoluen (BHT) ve bazi 6nemli tiirev
metabolitleri (Nieva-Echevarria ve digerleri, 2015). Diizenlemis

Kisaltma _ Sistemnatik isim Yapi Formiil _ CAS numarasi
BHT 2 6-di-tert-butil- ™ C,sH10 128-37-0
hidroksitoluen
BHT-CHO 3 S-di-tert-butil-4- I8 CisH20: 1620-98-0
hidroksibenzaldehit *ﬁk
3 5-di-tert-butil-4- o .
BHT-COOH it okeibenzoik asit E | CsH104 1421494
2 G-di-tert-butil 2 5-
BHT- C1sH0n 719-22-2
a sikloheksadien-1 4-dion i[:jk a
2 G-di-tert-butil 1-4 § I
BHT-QM metilen 2-5 = C:HyO 2607-52-3
sikloheksadienon
DBEP 2 G-di-tert-butil-4-fenol o | CuHz=0 128-39-2
BHT-OH 2 B-di-tert-butil-£- 8 CHa0 10396-80-2
B hidroksi-4-metil 2,5 e T
sikloheksadien-1-on
. " "0
BHT-CH.OH 3 5-di-tert-butil-4- o C1sHaiD: 88-26-6
hidroksibanzil alkol xcék
2,6 di tert butil-4- oH
BHT-00H metil-d- a CH 0y 6485-57-0
hidroperoksi,2,5- s‘é’k
sikloheksadien-1-on oom
TEP 2tert-butil-4- oH CuH,0 2409-55-4
metilfenal ¢J<
BHQ 2,6-di-tert-butil-1,4- an CHy 0, 2444.28-2
banzendiol i\<]/l<
BHT-OH(1) 3-Tert-butyl-2-hydroxy- CisHa0n 112700-14-
BB, 5-trimethyl- 8
benzeneethanol
BHT-OH(1)QM G-tert-Biitil-2-(hidroksi-tert- T Cy5H30, 124755-19-
biitil)-4-metilen-2,5- )L'[:)’( 7
siklohedandienon
2-BHT 4 4"-etilenbis(2 6- CuH 0 1516-94-5
di-tert-bitilfenol) .
2-BHT-QM 4 &-etilenbis(2 6-di- C M0, £09-73-4
(stilbenekinon) tert-buty-2,5-

sikloheksadien-1-on)

b
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2.1.6 Toksik etkileri

BHT'den etkilenen yerler arasinda akcigerler, kalp, iireme organlari, adrenal
bezler, bobrekler ve karaciger bulunmaktadir (Witschi ve digerleri, 1989).

Genel olarak, SFA'ler ilk olarak insan tirnaginda dl¢iilmiistiir ve tirnaktaki yiikksek
derisimler, tirnakta biyolojik olarak birikme potansiyelleri nedeniyle SPA'lerin
saglik risklerine daha fazla dikkat edilmesi gerektigini gostermektedir. Hem BHT
hem de BHA, 100ppm, kiiltiirlenmis miyokardiyal ve endoteloid hiicrelerin hiicre
zarlarina zarar vererek belirgin LDH sizintisina neden olur. Morfolojik kanatlar,
kiltiirlenmis hiicreler 1000ppm BHA veya BHT'ye maruz birakildiginda 6nemli
hiicre lizizi goOstermistir. Yapilan bir caligmanin sonuglari, nispeten yliksek
derisimlerde BHT ve BHA'nin kiiltirde miyokardiyal hiicrelere zarar verdigini
gostermektedir (Leslie, Gad ve Acosta, 1978).

BHT'nin farelerde akcigerde iltihap olusumunu tetiklemekte ve malign melanomu
artirma gibi toksikolojik etkileri indiikledigi de ileri siiriilmiistiir (Bauer, Dwyer-
Nield, Hankin, Murphy ve Malkinson, 2001; Le Gal, Ibrahim, Wiel, Sayin,
Akula, Karlsson, Dalin, Akyiirek, Lindahl, Nilsson ve Bergo, 2015; Zhang ve
digerleri, 2020. s. 2). Bagka bir ¢alisma, ekstrapulmoner yolla uygulanan BHT'nin
pulmoner toksisitesinin doza bagimli oldugu ve ayni zamanda bronkoalveolar
lavaj sivist (BALF)’nin hiicresel ve biyokimyasal bilesenlerinde doku hasariin

derecesinin degistigi sonucuna varilmistir (Waseem ve Kaw, 1994. s. 38).

BHT'nin ana toksik etkilerinden biri, BHT-kinon'un makromolekiillerle
iligkisinden kaynaklanan doku nekrozudur (Castro, Bracht, Comar, Peralta ve
Bracht, 2017; Safer ve Al-Nughamish, 1999).

Ham ve digerlerinin (2020) sonucglari, BHT'nin fare Leydig hiicreleri iizerinde
kalsiyum deregiilasyonunun indiiklenmesi ve ER mitokondri disfonksiyonu

yoluyla toksik etkileri oldugunu gostermistir.

BHT, in vivo olarak metabolize edildiginde agiga ¢ikan metabolitler BHT den

daha toksiktir. BHT'den tiiretilen kinon, proteinlere kovalent baglanma yoluyla
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akcigerlerde (Guyton ve digerleri, 1991; Zhang ve digerleri, 2020. s. 2) ve deride
(Lemercier, Meier, Gomez ve Thompson, 2004; Zhang ve digerleri, 2020. s. 2)
tiimor olusumuna neden oldugu ileri siriilmiistiir. Hayvan modellerinde BHT
metabolitlerinin hiicresel DNA hasar1, genotoksisite ve kanserojeniteye neden
oldugu da gosterilmistir (Oikawa ve digerleri, 1998; Wang ve Kannan, 2019. s.
24). BHT-OOH DNA hasarina neden oldu (proto-c-Ha-ras-1 onkogeninden ve
p53 tiimor baskilayic1 genden elde edilen 32P etiketli DNA), NADH ve Cu(II)
varliginda BHT-kinon kaynakli DNA hasar1 meydana gelir (Oikawa ve digerleri,
1998).

BHT-CHO ve 2,6-di-tert-butilsikloheksa-2,5-dien-1,4-dion gibi BHT'nin belirli
metabolitleri (BHT -Q), BHT'min kendisinden daha toksik oldugu bildirilmistir
(Nagai, Ushiyama ve Kano, 1993; Wang ve Kannan, 2019. s. 24).

Daha resmi olarak, kendisine sunulan tiim bilgilere dayanarak, Uluslararasi
Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC), 1986 yilinda BHT'nin hayvanlar {izerinde
kanserojen etkileri olabilece§ini, ancak insanlar i¢in herhangi bir veri
bulunmadigini belirlemistir. Ajans bu nedenle BHT'yi grup 3'te siniflandirmagtir.
Insanlar i¢in kanserojenlikleri agisindan simiflandirilamayan maddeleri iceren bir

kategoridir (EFSA, 2012, s. 23; Williams, latropoulos ve Whysner, 1999).
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2.2  Laktat dehidrogenaz (LDH) EC 1.1.1.27

LDH viicuttaki hemen hemen her hiicrede yaygin olarak bulunur (Acharya, Kale,
Hallikeri ve Desai, 2018, s. 2; Joshi, Chougule, Dudanakar ve Golgire, 2012).
LDH; piruvatin laktata tersinir doniisiimiinii katalizeleyen tetramerik bir proteindir
(Sekil 2.5 ve Sekil 2.6) (Baumgart, Fahimi, Stich ve Volkl, 1996). LDH'nin
molekiiler agirligi 134 kDa'dir (Alkhatib ve Alrakaf, 2019, s. 415).
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Sekil 2.6. Laktat dehidrojenaz tarafindan katalize edilen geri doniisiimli tepkime
(Khan, Allemailem, Alhumaydhi, Gowder ve Rahmani, 2020).

LDH molekiilii, kas (M) ve kalp (H) tipinde dort polipeptit zincirinden olusan bir
tetramerdir. M zinciri, sirasiyla 11pl15,4 ve 12pl2,2 - pl2,1 kromozomlari

tizerinde bulunan LDHA geni ve H, LDHB geni tarafindan kodlanir. Béylece M
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ve H zincirlerinin bes farkli kombinasyonu sonucunda bes izoenzim {iretilebilir.
LDH-1 (H4) dort H alt biriminden ve LDH-5 (M4) dort M alt biriminden olusur
LDH-2, LDH-3 ve LDH-4, MH3, M2H2 ve M3H izoenzimlerine karsilik gelir
(Sekil 2.7). LDH molekiiliindeki M alt birimlerinin miktar1 arttikga, piruvatin
laktata donlisimiinii katalize etme yetenegi de artar. Buna karsilik, baskin H
izoenzimleri, 6rnegin kalp kasinda meydana gelen bir siire¢ olan laktatin piruvata
ters doniisiimiinii katalize eder. Oksijenli kosullar altinda, laktat ve NAD*
oksidatif fosforilasyona giren piruvata geri doniistiriiliir (Koukourakis ve

Giatromanolaki, 2019, s. 409).

LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

LDH
Tetramer

Subunit O =)

LDH-M LDH-H

! 1
I !

ona [ N | | N

mMRNA

Sekil 2.7. LDH izoenzimlerinin bilesimi (Valvona, Fillmore, Nunn ve Pilkington,
2016).

Alt birimden bagimsiz olarak aktif merkez sunlardan olusur (Holmes ve Goldberg,
2009):

v" bir protonu destekleyebilen histidin 193

v' koenzim gorevi goren arginin 99 ve asparagin 138

V' substrat1 baglayan arginin 106, arginin 169 ve treonin 248.

M alt birimlerinin piruvat i¢in daha biiyiik bir afinitesi vardir ve bu nedenle onu
laktata daha kolay katalize edeceklerdir - tipki NADH'yi NAD+'ya daha kolay
oksitleyecekleri gibi (Kerbiriou, 2018, s. 20). Ote yandan, H alt birimlerinin laktat

icin daha biiyiik bir afinitesi vardir ve karsit tepkimeleri daha kolay katalize eder
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(laktattan piruvata ve NAD+ NADH'ye (Kerbiriou, 2018, s. 20; Read, Winter,
Eszes, Sessions ve Brady, 2001)) (Sekil 2.8.).

Bagka bir deyisle, H alt birimlerinden daha zengin olan LDHI, laktatin piruvata
doniistimiinii katalize etme olasiligi en yiiksek alamidir, LDH5 ise tam tersine M
alt birimlerinden en zengin olanidir ve daha ziyade zit tepkimesi katalize edecektir
(Kerbiriou, 2018, s. 21) (Sekil 2.8).

NADH NAD+

Pyruvate Lactate

NADH NAD+
Affinité pour —
la réaction

LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5

LDH
Tetramer

LOH-M LDH-H

Subunit

Sekil 2.8. Enzim Kkatalizli tepkimele i¢in farkli LDH izomerlerinin afinitesi
(Valvona ve digerleri, 2016).

LDH hiicrenin sitoplazmasinda bulunur ve hiicre o6ldiiglinde hiicre disina
cikmaktadir. LDH seviyeleri her dokunun gelisim, biyolojik kosullar ve patolojik
yonler gibi metabolik ihtiyaclarina gore degisir ve izoenzim yapist baska
dokularda farklilik gosterir (Alkhatib ve Alrakaf, 2019, s. 415).

LDH aktivitesi tipik olarak, ya NADH'nin piruvat ile oksidasyonu ya da NAD'nin
laktat ile azalmasi takip edilerek 340nm'de spektrofotometrik olarak ol¢iliir
(Markert, 1984).
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2.3  Glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH)

Glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH) enzimi, pentoz fosfat metabolik yolundaki
en 6nemli enzimlerden biridir. G6PDH, glikoz-6-fosfati, niikleik asit sentezi igin
glikozu pentoz sekerlerine doniistliren pentoz fosfat yolundaki ilk adim olan 6-
fosfoglukonolaktona dontistiiriir (Sekil 2.9). Bu adim, hiicreleri oksidatif stresten
korumak igin gerekli olan nikotinamid adenin diniikleotit fosfatin (NADP*) es
zamanli olarak indirgenmis formuna NADPH doniismesine izin verir (Belfield ve
Tichy, 2018, s. 70). G6PDH her hiicrede bulunmasina ragmen, eritrositlerde
pentoz fosfat tek NADPH kaynag oldugu icin G6PDH eksikligi hematolojik
etkilerle sonuglanir (Belfield ve Tichy, 2018, s. 70).

G6PDH, Xq28 bolgesine karsilik gelen ve dizisi evrim boyunca yiiksek oranda
korunmus olan X'e bagl bir gendir (Au, Gover, Lam ve Adams, 2000; Ho, Cheng
ve Chiu, 2005; Stanton, 2012, s. 363). Gen, 13 ekson ve 12 introndan olusur;
memeli hiicrelerinde eksprese edilen protein, bir dimer veya tetramer olarak
aktiftir, (Au ve digerleri, 2000). Protein 514 amino asitten olusur ve NADP ve
G6P i¢in baglanma bdlgelerinin yani sira dimeri stabilize etmek ve boylece
proteini aktif bir konformasyonda tutmak i¢in hareket eden NADP i¢in bir
allosterik degistirici baglanma bolgesine sahiptir (Au ve digerleri, 2000).

Normal veya neoplastik hiicre biiylimesi geg¢iren hiicrelerde GOPDH aktivitesinin
arttigl uzun zamandir bilinmektedir (Kletzien, Harris ve Foellmi, 1994).

Normal veya neoplastik hiicre biiyiimesi altinda G6PDH aktivitesinin artmasinin
nedeni, niikleik asit sentezi igin riboz-5-fosfat saglamak oldugu ve hiicre

biiytimesi ile ilgili oldugudur (Stanton, 2012).
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Heksokinaz
Glukoz + ATP » ADP + Glukoz-6-fosfat

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz

ap

NADP+ v NADPH

6-fosfoglukonat

Sekil 2.9. G6PDH’1n tepkimesi
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3  MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasal maddeler ve kitler

- BHT

- LDH aktivite ol¢tim kiti, BioVision

- GG6PDH aktivite 6lglim kiti, BioVision
- Misir yagi, BioVision

3.1.2 Sarf malzemeler

- 96 kuyulu mikroplaka, NEST Biotechnology
- 2 ml hacimli santrifijj tiipleri, ISOLAB

- 2 ml hacimli EDTA’l1 tiipler, Vacutest

- 1000 pl’lik pipet uclari, ISOLAB

- 200 pl’lik pipet uglar, ISOLAB

- 10 pl’lik pipet u¢lari, SSIBio

- 5cc enjektorler,

- 1 ml insiilin enjektdri, 100 ml enjektorii

- Serolojik pipet (5ml, 10ml, 25ml)

3.1.3 Cihazlar

- Hassas terazi, Sartorius

- Homojenizator, Schuett homgenplus, yar1 otomatik homojenizator
- Santrifiij, HERMLE Z 326 K sogutmali santrifiij 17

- Vorteks, VELP Scientifica

- Mikropleyt okuyucu BioTek ELx800

- pH metre, Sartorius PP-15

- Derin dondurucu, Argelik

- 10 pl otomatik pipet, Eppendorf

- 10-100 ul otomatik pipet, MICROLIT

- 100-1000 pul otomatik pipet, ISOLAB

- Microfuger 16 sentrifiij, Beckman Coulter
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3.2 Yontem

3.2.1 Deney Hayvanlari

Calismamizda Kocaeli Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma
Merkezi’nde yetistirilmis 200-250 gr agirhiginda Wistar albino siganlar
kullamlmustir. Etik kurul raporu, hayvan deneyleri yerel etik kurulunun
28.01.2014 tarih 1/10-2014 sayili numarasi ile alinmistir. Hayvanlar kontrol ve
deney gruplarina ayrilarak su ve yeme ulasiminin serbest oldugu ortamda, 22-
24 C kosullarinda tutulmustur. Her ¢alisma saatinde deney grubu ve kontrol grubu

i¢in 3’er sican kullanilmigtir. Calismada (n=3) toplam 23 si¢an ele alinmistir.

3.2.2 BHT’ye Maruziyetinin Gerg¢eklestirilmesi

24 saat ag birakilan hayvanlara, misir yaginda ¢6ziilmiis BHT nin 125, 250 ve 500
mg/kg dozlar intraperitonal (i.p) yolla uygulanmistir. Kontrol grubuna ise ayni
yolla misir yagi verilmistir. Meydana gelebilecek degisiklikleri takip edebilmek
icin enjeksiyondan 12 ve 24 saat sonra siganlar servikal dislokasyon yolu ile
oldurtlerek hayvanlardan karaciger, bobrek, akciger ve beyin dokulari siiratle

cikarilmistir.

3.2.3 Doku Orneklerinin Toplanmasi

Dokular soguk pH=7,4 fosfat tamponu ¢dzeltisi iginde yikanmis, yas agirliklar
hassas terazide tartilmistir. Dokular, 1/3(w/v) olacak sekilde soguk tampon ¢ozelti
(50mM Tris-HCI, pH=7,5, SmM EDTA ve 1mM DTT) igerisinde Schuett
homgenplus homojenizatérinde 2000devir/dak hiz durumunda homojenize
edilmistir. Homojenizasyon islemleri buzlar igerisinde yapilmistir. Ele gegen
homojenat 10 000g’de 15dak. HERMLE Z 326K sogutmali santrifiijde
cevrilmistir. Santrifiij islemlerinin 0-4°C de yapilmasina 6zen gosterilmistir. Elde
edilen siipernatantlar deney ortaminda enzim kaynagi olarak kullanilmistir.

Homojenatlarin total protein degerleri Bradford ydntemine gore yapilirken,
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aktivite tayinleri Mikorpleyt okuyucu, Bio Tek E1x800 marka spektrofotometrede

yapilmustir.

3.2.4 LDH Aktivite Ol¢iimii

Deney prensibi:
LDH enziminin tepkime hizi, piriivatin laktata doniisiimii esnasinda oksidasyona

ugrayan NADH’in 340nm dalga boyunda azalan absorbansi kaydedilerek
saptanmustir.
Birim zaman basina 340nm'de optik yogunluktaki degisiklik, LDH aktivitesinin

bir Olgiisiidiir.

LDH
Pirtivat + NADH + H+ laktat + NAD+

Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri yerel etik kurulu, ¢alismamiza etik kurul
raporu vermis. Bir {inite enzim, 340nm’de Ipumol NADP+’yi (NAD+’1) 1
dakikada NADPH’a (NADH’a) (molar sogurma Kkatsayist 6,22 mM-1cm-1)
degistiren enzim miktar1 olarak tanimlanirken, spesifik aktivite mg protein basina

diisen uluslararasi {inite olarak tanimlanmus.

Cozeltiler:

I. Fosfat tamponu, 0,1M; pH= 7,0 (530 mg. KH2P04 + 1,399. K2 HPO4. 3
H,0/100 ml.)

Il. Sodyum piruvat soliisyonu, 23mM ( 25mg. Sodyum piruvat / 10ml.)

I1I. NADH ¢6ziimii, yakl. 12mM (100mg. NADH, Na2-tuz/ 10ml.)

Numune (5 mg./ml., buz gibi soguk fosfat tamponu (I) ile 1:1000 seyreltilmis)
(Boehringer Mannheim GmbH, 1987).
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Spektrofotometrik dl¢iim
Dalga boyu: 340nm; 1s1k yolu: 1cm; nihai hacim: 3,00ml.; sicaklik : 25°C .

Cizelge 3.1. LDH analizini yapmak i¢in deney ortam

kiivete pipet: Test karigimindaki
konsantrasyon

Fosfat tamponu (1) 2,83ml 94mM

Sodyum piruvat 0,10ml 7,6mM

cozeltisi (IT) 0,05ml 0,2Mm

NADH ¢ozeltisi (III)

karisim, ilave edilerek reaksiyon baglatilir:

Ornek 0,02ml

Karigim, optik Yogunluk 1,2,3,4 ve 5 dakika
sonra okundu. Olgiilen AE/min degerlerden
ortalama hesaplandi.

Hesaplama:

Bradford (1976) yontemi ile protein tayini yapildi.

o 3,00 , .
Volum aktivite = ex 10002 AE /min x[U /ml. 6rnek]

(€340 =6,22 ;¢334=06,0; ¢366=23,3 [ cm?/ umol])

Volum aktivite

Spesifik aktivite = [U/mg.protein]

derisim
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3.25 G6PDH Aktivite Olciimii

G6PDH aktivitesinin belirlenmesinde Triethanolamin tamponu (pH=7,6. 0,1 M),
MgCl (0,1 M), Glukoz 6-fosfat (0,1 M), NADP+ (11 mM) karisimi1 kullanilmustir.
Triethanolamin Tamponu, MgCl, ve BHT Merck firmasindan saglanirken,
NADP®, NADH, Glukoz 6-fosfat Sigma firmasindan saglanmustir.

Deney prensibi:

G6PDH enzim aktivitesi, Glukoz 6-fosfatin glukonat 6-fosfata donisiimi
esnasinda olusan NADPH’1n artan absorbans degerleri izlenerek enzim aktivitesi
tayinleri belirlenir.

Birim zamanda 340nm'de optik yogunluktaki degisiklik, GOPDH aktivitesinin bir

Olciisiidiir.

Cozeltiler:

I. Trietanolamin tamponu, 0,1M; ph=7,6 (1,86g. trietanolamin hidrokloriir/100ml.,
1 N NaOH ile pH=7,6'ya ayarlanmis)

II. Magnezyum kloriir ¢6zeltisi, 0,1M (2,0g. MgCl,. 6 H,0/100ml.)

I11. Glukoz-6-P soliisyonu, 35mM (10mg. glukoz-6-P, Na-tuz/ml.)

IV. NADP soliisyonu, yaklasik 11mM (10mg. NADP, Na-tuz/ml.)

Numune (1mg.enzim siispansiyonu/ml., 6l¢iimden hemen Once buz gibi soguk
trietanolamin tamponu (I) ile 1:10 oraninda seyreltildi) (Boehringer Mannheim
GmbH, 1987).

Spektrofotometrik 6l¢iim:

Dalga boyu: 340nm; 151k yolu: 1cm; nihai hacim: 3,00ml.; sicaklik : 25°C ;
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Cizelge 3.2. G6PDH analizini yapmak i¢in deney ortami

kiivete pipet: Test karigimindaki
konsantrasyon

trietanolamin tamponu (1) | 2,59ml 86,3mM
MgCI2 ¢ozeltisi (II) 0,20ml 6,7mM
glukoz-6-P ¢ozeltisi (I11) 0,10ml 1,2mM
NADP ¢oziimii (IV) 0,10ml 0,37mM
karisim, ilave edilerek reaksiyon baslatilir:
Ornek 0,01ml
Karisim, optik yogunluk 1,2,3,4 ve 5 dakika sonra
okundu. Olgciilen AE/min degerlerden ortalamayi
hesaplandi.

Hesaplama:

Bradford (1976) yontemi ile protein tayini yapildi.

o 3,00 , "
Volum aktivite = ex10x001 AE /min x[U /ml. 6rnek]

(€340 =6,22; €334 =6,0; €366= 3,3 [ cm?/ umol])

Volum aktivite

Spesifik aktivite = [U/mg.protein]

derisim

3.2.6 Istatistiksel analiz

Istatistiksel ~ analizler, ~GraphPad Prism 9.3.0 yazilim  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kontrol ve deney gruplart 12 saat ve 24 saat arasindaki
farklar, iki yonlii varyans analizler yapilmistir (Two-way ANOVA). Sonuglar
ortalama deger ve standart hata (SH) olarak ifade edilmistir. Farklar, p<0,05
p<0,01 ve p<0,001 6rneginde anlamli kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

Calismamizda 125mg/kg, 250mg/kg ve 500mg/kg BHT maruziyetinin LDH ve
G6PDH enzimleri {lizerine etkileri karaciger, akciger, bdbrek ve beyin
orneklerinde incelenmistir. Calisilan her bir zaman diliminde (12, 24 saat) kontrol
grubunda n=3 deney grubunda n=3 hayvan kullanilmistir. Sonuglar ortalama ve
standart hata (Ort + SH) seklinde verilmistir (Cizelge 4.1).

41  LDH Bulgulan

4.1.1 Karacigerde LDH aktivitesi

Sekil (4.1A), BHT degisimine bagli olarak 12 ila 24 saat arasindaki karacigerdeki
LDH seviyesini gostermektedir. 12 saat sonra Kkaracigerdeki kontrol LDH
seviyesinin (9,7 x 10U/mg protein) ve 24 saat sonra (11,7 x 10" U/mg protein)
oldugu ortaya ¢ikmistir. 125 mg/kg BHT verildikten sonra enzim diizeyi 12 saat
sonra yiikselirken, 24 saat sonra azalmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmus (p>0,05). 250 mg/kg BHT dozu uygulandiginde, 12 saatte ve 24 saatte
LDH diizeyinde kontrol aktivitesine gore azalma gozlenmistir. 24 saatteki
diislisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu gorilmiistir (p<0,01). Bu azalma
%36,18 olarak hesaplanmistir. 500mg/kg BHT enjekte edilen grupta ise 12 saat ve
24 saat boyunca LDH seviyesinde kontrol seviyeye gore daha fazla diisiis oldugu
gozlenmistir. Bu azalmalar 12 saatte %35,14 ve istatistiksel olarak anlamli

(p<0,05). 24 saatte %56,35 olmustur ve istatistiksel olarak anlamli (p<0,001).

4.1.2 Akcigerde LDH aktivitesi

Sekil (4.1B), farkli dozlarda BHT verildiginde 12 saat ve 24 saat boyunca
akcigerdeki LDH seviyesini gostermektedir. Akcigerdeki kontrol LDH diizeyi 12
saat i¢inde (1,2x10™ U/mg.protein) ve 24 saat i¢inde (1,23x10™ U/mg.protein)
olmaktadir. 125 mg/kg BHT derisiminde uygulanmasinda hem 12 hemde 24 saat
sonra LDH seviyesinde bir azalma goriilmistiir. 250 mg/kg BHT derisiminde
enzim seviyesinde kontrol gruplarina gére bir azalma goriilmekle beraber bu

azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamaktadir (p>0,05). 500 mg/kg BHT
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derisimi ile enzim seviyesinde 24 saattebasit bir artis goriilmdstiir. 12 saatte, LDH

aktivitesini kontrol grubuna gore ayni degerde kalmistir.

4.1.3 Beyin LDH aktivitesi

12 ve 24 saatlerde BHT nin farkli dozlarinin uygulanmasindan sonu¢ beyindeki
LDH seviyesindeki degisimler Sekil 4.1C de gosterilmistir. Enzimin kontrol
seviyesinin 12 saatte (1,6x10™ U/mg.protein) ve 24 saatte (1,8<10™U/mg.protein)
oldugu bulunmustur. 125 mg/kg BHT derisiminde, LDH seviyesinin 12 saatte bir
miktar arttigi, 24 saatte ise hemen hemen normal degerlerde oldugu
goriilmektedir. BHT derisiminin 250mg/kg ve 500mg/kg'a yiikselmesiyle, 12
saatte LDH'nin aktivitesinde onemli bir degisiklik ortaya ¢ikmaktadir. Enzim
aktiviteleri artar, yaklasik 1,3 kat1 yiikselmis ve bu artis istatistiksel olarak
anlamhidir (p<0,001). Bu artislar 250mg/kg’de %43,56 olurken 500 mg/kg’de
%42,66 olmaktadir. 24 saatte, kontrol grubuna gore basit bir artig goriilmiistiir.

4.1.4 Bobrek LDH aktivitesi

Sekil (4.1D), BHT’nin derisimleri 12 ve 24 saatte bobreklerdeki LDH
aktivitesideki degisikligi gostermektedir. Bobreklerdeki kontrol LDH diizeyi 12
saatte (2,8x10™ U/mg.protein) ve 24 saatte (2,4x10™ U/mg.protein) olmaktadir.
125 mg/kg BHT derisiminde, 12 saatte ve 24 saatte LDH'de 6nemli bir diisiis
olmaktadir. 12 saatte bu azalma %43,01 olmustur ve istatistiksel olarak anlamli
oldugu gorilmiistiir (p<0,01). 250mg/kg BHT derisiminde, enzim diizeyinde
kontrol diizeyine gore 12 saatte belirgin bir azalma goriilmiis ve bu azalma
%33,42 olarak hesaplanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). 24
saatte LDH seviyesi kontrol seviyesine gore degismemistir. 500mg/kg BHT
derisiminde, saat 12’de enzim aktivitesinin kontrol seviyesiyle hemen hemen ayn
oldugu bulunmustur. 24 saatte ise onemli bir yiikselis goriilmiistiir. Bu artis

istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0,05).
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Sekil 4.1. Karaciger (A), Akciger (B), Beyin (C) ve Bobrekteki (D) LDH seviyesi
12 saatte ve 24 saatte degisiklikleri.
*p<0,05 , **p<0,01 ve ***p<0,001 BHT uygulanan gruplar kontrol gruplarina

kiyasla istatistiksel olarak anlamlidir.
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4.2  G6PDH Bulgular:

4.2.1 Karaciger G6PDH aktivitesi

Sekil (4.2A), BHT derisimine bagl olarak 12 ve 24 saatte karacigerdeki GO6PDH
seviyesini gostermektedir. G6PDH'nin kontrol aktivitesinin 12 saatte (2,2x10°
U/mg.protein) ve 24 saatte (2,4x10° U/mg.protein) oldugu goriilmektedir.
125mg/kg BHT derisiminde G6PDH aktivitesinde bir artis gozlemlenmis ve bu
artig istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). 250mg/kg BHT derisiminde,
G6PDH aktivitesinin 12 saatte kontrol seviyeden diistiigii gézlenmis ve 24 saatte
ise kontrol degerleri yaklasik ayni deger olmustur. 500mg/kg BHT derisiminde
enzim aktivitesinde Onemli bir diislis gozlemlenmis. Bu azalmalar 12 saatte
%35,87 olurken 24 saatte %34,15 olmustur.

4.2.2 Akciger G6PDH aktivitesi

BHT derisimlerine gére G6PDH aktivitesindeki degisimler zaman bagla (12, 24
saat) degisimleri Sekil 4.2B de gosterilmistir. G6PDH'nin akcigerdeki kontrol
aktivitesinin 12 saatte (4,7x10° U/mg.protein) ve 24 saatte (4,9x107
U/mg.protein) oldugu goriilmektedir. 125 mg/kg BHT derisiminde 12 saatte
G6PDH aktivitesinde bir diisiis gézlenmekle beraber 24 saatte aktivitede %50,40
kadar bir azaltma goriilmektedir. 250mg/kg BHT enjekte edilen grupta ise enzim
aktivitesinin kontrol seviye ile hemen hemen ayni degerler oldugu goériilmiistiir.
500mg/kg BHT enjekte edilen grup G6PDH aktivitesinde 12 saatte %40,42 bir
azalma olurken bu azalma 24 saatte %21,22 kadar olmustur.

4.2.3 Beyin G6PDH aktivitesi

12 ve 24 saatte beyindeki G6PDH aktivitesindeki degisimler Sekil 4.2C
gostermektedir. Enzimin kontrol seviyesinin 12 saatte (4,63x10° U/mg.protein)
ve 24 saatte (4,53x10° U/mg.protein) olmaktadir. Caligtlan her 3 BHT
derisiminde (125mg/kg, 250mg/kg, 500mg/kg) G6PDH aktivitelerinin kontrol

degerleri ile hemen hemen ayni oldugu goriilmektedir.
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4.2.4 Bobrek G6PDH aktivitesi

Sekil (4.2D), farkli BHT derigsimleri ile 12 ve 24 saatte bobreklerdeki G6PDH
seviyesini gostermektedir. G6PDH'min kontrol seviyesinin 12 saatte (2,56><10'3
U/mg.protein) ve 24 saatte (2,33x10™ U/mg.protein) oldugu hesaplanmaktadir.
125mg/kg BHT derisiminde 12 saatte G6PDH seviyesi degismemistir. 24 saatte
yiikselmis, ancak istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0,05). Calisilan
diger BHT derisiminlere gerek 12 saatte 24 saatte G6PDH aktivitesinin kontrol
degerlerine gore diisiis ve ¢ikislar gostermesine ragmen bu farklar istatistiksel

olarak anlamsiz goriilmiistiir(p>0,05).
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Cizelge 4.1. Karaciger, Akciger, Bobrek ve Beyin LDH ve G6PDH aktiviteleri (ortalama + standart hata)

Enzim Deney Akciger Beyin Bobrek Karaciger
12 Saat 24 Saat 12 Saat 24 Saat 12 Saat 24 Saat 12 Saat 24 Saat
Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH | OrttSH Ort+SH
Kontrol | 4,740,089 4,940,13 4,63x+0,33 | 4,53+0,21 | 2,56+0,87 | 2,33+0,07 | 2,240,224 | 2,4+0,11
ceppH | 122MIKG | 4 340,10 2.43+1,7 45+0,10 | 430,57 | 2,5+0,05 | 3,13+15 | 2,76+0,08 | 3,16+0,69
250malkg |4 710,00 4,96+0,26 4,4+0,07 | 426+0,17 | 2,16£0,12 | 2,540,30 | 1,73+0,10 | 2,6+0,42
500markg |5 g.0,13 3,86 40,46 4,6+0,06 | 4,510,12 2,340,20 | 2,6340,58 | 1,43:0,06 | 1,6+0,08
Kontrol | 510,24 1,230,037 160,15 | 1,840,071 | 2,8£045 | 2,440,047 | 9,7+0,72 | 11,740,33
125mo/kg | 1 0340074 | 1,06+0,088 1,86+0,10 | 1,8+1,16 | 1,640,046 | 1,940,40 | 11,941,01 | 9,26+1,56
250mg/kg | 1,140,064 1,16+0,18 2,940,078 | 1,96+0,28 | 1,86+0,031" | 2,3+0,21 | 7,13+0,36 | 7,430,65"
500ma/kg |4 510,026 1,36£0,22 | 2,8340,10"" | 2,06+0,089 | 2,76+0,083 | 3,2+0,24 | 6,440,15" | 51+0,65""

Ort: Ortalama

SH: Standart Hata
G6PDH: Tablodaki veriler (U/mg protein x10°%)

LDH: Tablodaki veriler (U/mg protein x10™)

*p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 BHT uygulanan gruplar kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.2. Karaciger (A), Akciger (B), Beyin (C) ve Bobrekteki (D) G6PDH

seviyesi 12 saatte ve 24 saatte degisiklikleri.

*p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 BHT uygulanan gruplar kontrol gruplarina

kiyasla istatistiksel olarak anlamlidir.
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5 TARTISMA VE SONUC

BHT, gida iiriinlerinde oksidasyonu veya acilagsmayi onlemek i¢in en yaygin
kullanilan antioksidanlardan biridir. Uretiminin baslangicindan bu yana, herhangi
bir zarar1 olmadigindan emin olmak i¢in bu konuda birgok arastirma yapilmistir.
BHT’nin viicut {izerindeki etkisinin kapsami farkli arastiricilar tarafindan
incelenmistir. Bu calismada BHT'nin bobrek, akciger, karaciger ve beyindeki
LDH ile G6PDH aktivitelerinin degisimini inceledik. Verilerimiz, 6zellikle LDH
aktivitesinde, artis ve diisiis oldugunu gostermektedir. BHT 250mg/kg ve
500mg/kg karacigerde onemli diistisler gozlenmistir. Karaciger, viicuda zararli
maddelerin detoksifikasyonunda yer alan ana organdir. Karaciger metabolizma
bolgesi oldugundan, 250mg/kg ve 500mg/kg BHT enjeksiyonundan sonra LDH
aktivitesi azalmistir. Genellikle antioksidanin rolii viicudu serbest radikallere karsi
korumaktir. BHT enjeksiyonundan sonra LDH'daki diisiis ROS inhibisyonundan
kaynaklanmis olabilir. Metabolizma sonucunda ROS miktarinin azalmis olmast,
LDH’in aktivitesinin inhibisyonuna neden olabilir. BHA ve BHTnin ROS
temizleme yetenekleri, ROS seviyelerini azaltmak i¢in siklikla kullanildigi
gostermistir (Cell Death and Differentiation, 2006). ROS'taki azalma, LDH
aktivitesinin asagi regiilasyonunu indiikler, LDH aktivitesi, hiicresel ROS'taki
azalma ile inhibe edilmistir (Shi, Xie, Zhai, Stern, Liu ve Liu, 2009).

LDH, katalitik olarak 6nemli His-193, Asp-168, Arg-171, Thr-246 ve Arg-106
amino asitlerini icerir. Ozellikle His-193, aktif bolgede gorev yapan énemli bir
amino asittir (Holmes ve Goldberg, 2009). Bu amino asit BHT nin yapisindaki
aktif OH grubu ile tepkime vererek enzimin inhibisyonuna neden olmus olabilir.
His, hem protonlanmis hem de nétr formda bulunabilen imidazol halkasina sahip
bir amino asittir. Kolayca iyonize olabilmektedir. Ozellikle fizyolojik pH’da hem
asit hem de baz gibi davranabilir. pH=7,4’de apolar olarak davrandigi
bilinmektedir (Liao, Du, Meng, Pang ve Huang (2013). Yapilan bir ¢alismada
Proteinlerdeki histidin kalintilarinin, lipid peroksidasyon firiinii 4-hidroksinon-2-
enal (HNE) ile tepkime i¢in ana hedef oldugu ileri siriilmistir (Uchida ve
Stadtman 1992).
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BHT 125mg/kg ve 250mg/kg bobrekte onemli disiisler gozlenmistir. LDH
enziminde degisen BHT el karsi, artan ya da azalan LDH aktivitesi protein kinaz
C enziminin oldugunu sdyleyebiliriz. Protein kinaz Cmin aktivasyonu, LDH
aktivitesinde onemli artislara yol agarken, protein kinaz C'nin inhibisyonu LDH
aktivitesini azaltir (Hong, Gibney, Esquilin, Yu ve Xia, 2004). Hong ve digerleri,
protein kinaz C'nin LDH aktivitesinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynadiginm
ileri siirmiislerdir. Ote yandan Malkinson, Beer, Sadler ve Coffman (1985),
BHT’nin elmalar {izerindeki toksisitesi iizerine yaptiklar1 bir caligmada, BHT 'nin

protein kinaz C'de bir azalmaya neden oldugunu gostermislerdir.

BHT'nin 500mg/kg'deki bobrekte derisimine gore LDH'nin enzimatik aktivitesinin
onemli bir artis gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica BHT nin 250mg/kg ve 500mg/kg
12 saatte beyinde LDH aktivitesinin artirmistir. Artan LDH seviyeleri doku
hasarinin bir isaretidir. Bu artislarin nedenlerinden biri, yiiksek laktat iiretimi ile
sonuclanan hipoksemi olabilir. BHT'nin mitokondri iizerindeki zararli etkilerini
gosterebiliriz. Bu durum, hiicreyle anaerobik solunum kullanmaya zorlar ve sonug
olarak LDH aktivitesi artar. Fusi, Valoti, Sgaragli ve Murphy (1991) tarafindan
yapilan bir arastirmayla BHT ve BHA gibi, antioksidanlarin mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon ile iki sekilde etkilesime girdigi bulunmustur. Bunlardan
ilki i¢ mitokondriyal zar1 protonlara daha gegirgen hale getirerek fosforilasyonu
oksidasyondan ayirmasi, ikincisi ise elektron tasima zinciri ile dogrudan etkilesim
yoluyla solunumu engelleyerek etkilesime girmesidir. Dolayisiyla oksijenli
solunumun bloke oldugunu ileri slirmiiglerdir. Artan LDH aktivitesi
anaerobiyozun gostergesidir. Nakagawa, Yaguchi ve Suzuki, (1994) tarafindan
yapilan bir calisma, mitokondrinin BHT toksisitesi i¢in ana hedef organel
oldugunu gostermistir. Kabeya, Kanashiro, Azzolini, Santos, ve Lucisano-Valim,
(2008) tarafindan yapilan bagka bir ¢alisma da, BHT'nin nétrofillerden LDH
salimiminda derisime bagli bir artis1 destekledigini ve hiicre canliligini azalttigini
gostermistir. LDH aktivitesinin bozulmasi, BHT ve BHA'nin nispeten yiiksek
derisimlerde miyokardiyal hiicrelere zarar verdigini bulan Leslie ve digerlerinin
(1978) c¢alismasinda gosterildigi gibi, bir yaralanma belirtisidir. 100 ppm
(sirasiyla 0,45 ve 0,55 mM) derisimlerde BHT ve BHA derigimleri 1000 ppm'ye
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(4,5 mM) yiikseltildiginde, LDH kiiltiirlii miyokardiyal ve endoteloid hiicrelerde
belirgin si1zint1 iiretmis ve sirastyla (5,5 mM), 1 saatlik bir maruziyet doneminden
sonra belirgin hiicre lizizi gozlenmistir. 250mg/kg ve 500mg/kg'deki BHT, 12
saatte LDH'de bir artisa neden olurken, beyinde LDH aktivitesi 24 saat sonra
azalmigtir. 24 saat sonra, beyin bariyerinin BHT ge¢irgenliginin kismi bir

sinirlamasi bu sonuglar agiklayabilir.

Arastirmamizin sonuglart, G6PDH'nin anlamli bir fark yasamadigini gostermistir.
Sadece karaciger ve akcigerde G6PDH'de istatistiksel olarak anlamsiz bir azalma
olmustur. Bu enzimdeki azalmanin nedenlerinden birisi de glikozdaki azalma
olabilir. Polat, Dere, Giil, Yelkuvan, Ozdemir ve Bingdl (2013) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, haftada 200 mg/kg BHT dozu alan albino Wistar siganlarda
karacigerde glikojen diizeylerinde Onemli artiglar saptanmistir. Glikojen,
karacigerde ve kaslarda glikozun depolanma seklini temsil eder. Artmasi glikozda
bir azalmaya ve ardindan G6PDH'de de bir azalmaya neden olur. Omaye ve
digerleri (1977) ¢alismalarinda, farelerde 62,5, 215 veya 500 mg/kg BHT'nin tek
bir ip enjeksiyonundan sonra, akciger agirhiginda G6PDH gibi enzimatik
aktivitelerde doza bagl bir artis oldugunu bulmuslardir. G6PDH’in azalmasi
DNA sentezinin azalmasina neden olabilir. Daugherty, Davis ve Yielding (1978)
yapilan bir calsmada, yari-konservatif DNA sentezinin hem BHT hem de

metabolitler tarafindan inhibe edildigini gostermislerdir.

Sonu¢ olarak beyinde LDH aktiviteleri BHT (250mg/kg ve 500mg/kg)
uygulamasindan sonra 12 saatte kontrol gruplarina gore anlamli bir artis
gostermistir. Karacigerde (250mg/kg ve 500mg/kg) ve bobrekte (125mg/kg ve
250mg/kg) LDH aktivitelerinde anlamli bir azalma gozlenmis, ancak BHT'nin
500mg/kg bobrekte onemli bir artis gostermistir. GO6PDH aktivitesi kontrol
degerlerine gore diislis ve artislar gostermesine ragmen bu farklar istatistiksel

olarak anlamsiz goriilmiustiir.
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