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1. GIRIS

Gida katkir maddeleri islem gormiis gidalarin raf dmiirlerini uzatmak amaciyla
kullanilan kimyasal maddelerdir. Bu maddelerin kullanimi ile besinlerde olusabilecek
mikrobiyal iiremeler ve istenmeyen oksidasyon reaksiyonlarinin olusumlari
engellenmekte, bdylece insan sagligi lzerindeki olumsuz etkiler ortadan

kaldirilabilmektedir (Bakar, 2008).

Gida katki maddelerinin kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir ve giiniimiizde
kullanimlar1  yayginlasmistir. Hazir gidalarda besin koruyucularin  kullaniminin
gerekliligi  bir¢ok arastirict tarafindan 6nerilmektedir (Baldwin ve ark., 1995; Srour,
1998; Omonigho ve Ikenebomeh, 2000). Ancak giiniimiizde hazir gidalarin
kullanimlarinin hizla artmasi, insanlarin kimyasal maddelere maruz kalma oranini
yikseltmekte ve insanlari bu kimyasallarin muhtemel toksik etkileriyle karsi karsiya
getirmektedir. Bu sebeple besin koruyucularin toksik etkileri ile ilgili arastirmalar 6nem
kazandig1 (Bakar, 2008), insanlar ve hayvanlarda yapilan calismalarda yan etkilere
neden olduklari bildirilmektedir (Bohne ve ark., 2008).

BHT, fenolik yapisinda bulunan hidroksit gruplarindan hidrojen vermek
suretiyle, baslangigtaki serbest yag asidi radikal olusumunu engelleyerek oksidasyonu
onlemektedir (Lanigan ve Yamarik, 2002).

Bilindigi gibi 6zellikle organizma tarafindan oral yolla alinan bir¢ok kimyasal
madde, Oncelikle karacigerde, daha sonra da bobreklerde detoksifiye edilmektedir.
Disaridan alman kimyasal maddeler, barsakta emildikten sonra hizla karacigerde
tutulurlar ve safra yoluyla disar1 atilirlar. Karaciger oldukca onemli bir enzimatik
donanima sahiptir. Bu sayede endojen ve eksojen bilesikleri biyotransformasyona
ugratmakta, daha sonra da bu maddeleri safra yoluyla disar1 atmaktadir. Bir¢ok endojen
ve eksojen maddenin karacigerde biyotransformasyonu esnasinda meydana gelen
oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlari sonucunda serbest radikaller meydana gelmekte ve
aciga cikan bu radikaller antioksidan savuma sisteminin karsi1 koyabilecegi diizeyin
tizerine ¢iktiginda, dokularda gesitli tahribatlara yol agmaktadir. Bu tahribatlar arasinda
membran hasarlari, DNA hasarlari, enzim inaktivasyonlar1 sayilabilir (Dékmeci, 2001;

Atalay ve ark., 2004).



Normal fizyolojik kosullarda, organizma endojen veya ekzojen nedenlerle
olusan reaktif oksijen radikalleri (ROS) ve bunlara bagl olarak gelisen oksidatif stres
ile miicadele eden antioksidan savunma sistemine sahiptir. Ozellikle karacigerde
glutatyon (GSH) ve glutatyon metabolizmasi ile iliskili olan glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon S-tarnsferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) enzimleri bu sistemde
onemli yer tutmaktadir (Baudrimont ve ark., 1997).

Sunulan bu ¢alismada gida katki maddesi olarak kullanilan sentetik bir fenolik
antioksidan olan BHT' nin farkli doz kullaniminin, karaciger dokusu GSH diizeyi, GST,
GR ve GPx enzim aktiviteleri ile histopatolojik etkileri karsilagtirmali olarak

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Karaciger
2.1.1. Karaciger anatomisi

Karaciger, karin boslugunda sag st tarafinda, diyafram ile sag alt kostalarin
altinda yerlesmistir. i¢ ve dis salg1 yapar ve viicudun en biyik bezidir (Yurdakul ve
ark., 2005).

Sican karacigeri dort lobdan olusur. Bu lobiillerin ortasinda santral ven ve
periferinde hepatik triadlar vardir. Hepatositler santral venden 1sinsal olarak trabekiiller
olusturacak sekilde siralanirlar. Bu hepatosit siralar1 arasinda Kuppfer hiicreleri iceren

sinilizoidler vardir (Brzoska ve ark., 2003).

Bir karaciger hiicresi hepatosit olarak da adlandirilmaktadir. Hepatositler
organizmadaki toksik etkileri ortadan kaldirdigi, kan molekiillerini ve glikojen
sentezledigi i¢in, sitoplazmalarinda organel ¢esidi ve sayisi fazladir. Bu hiicrelerde
endoplazmik retikulum, golgi kompleksi, lizozomlar, mitokondriler ve bazi hiicrelerde

olmak tizere ¢ift ¢ekirdek vardir (Aytekin ve Solakoglu, 2006).

Portal ven

Kaudat lob

Sekil.1. Fare karacigerinin anatomik yapisi (Kogure ve ark., 1999).



2.1.2. Karaciger fizyolojisi

Karaciger, metabolizmanin diizenlenmesi ve uyum igerisinde islemesi igin
gerekli bir¢ok yasamsal fonksiyona sahiptir (Solomon, 1997; Karagul ve ark., 2000;
Demirsoy ve ark., 2004).

. Yeni alyuvarlar yapar ve yaslilarini ortadan kaldirir.
. Plazma proteinlerinin olusumunda gorevlidir.

. Safrayi tiretir ve salgilar.

. Karbonhidrat metabolizmasini diizenler.

. Vitamin Uretir ve depolar.

. Protein metabolizmasini diizenler.

. Yag metabolizmasini diizenler.

. Ure sentezini gergeklestirir.

O o0 N N O B~ W N

. Pihtilagmada rol oynar.

10. Karaciger hiicreleri lenf ve antikorlarin biiytik bir kisminin yapimini iistlenerek
savunmaya katkida bulunurlar

11. Karaciger hiicreleri 1s1 iireterek kana verirler ve viicut 1sisinin diizenlenmesine etki
ederler.

12. Toksik maddeleri etkisiz hale getirir

2.1.3. Biyotransformasyon

Besinlerle alinan dogal bilesikler disinda kalan ve gesitli yollarla viicuda giren
kimyasal maddelere, ilaclar dahil ksenobiyotikler denir. Bu ksenobiyotiklerin

enzimlerin etkisiyle kimyasal degisiklige ugramasina biyotransformasyon denir
(Tuncok, 2003).

Organizmalarin karsilastigi yabanci kimyasal maddeler veya ilaglar viicut i¢in
toksik maddeler olup, viicuda alindiktan sonra etki yerlerine dagilirlar ve ¢esitli yollarla
elimine edilmeye calisilirlar. Bunlarin metabolize edildigi ana organ karacigerdir
(Ozyazgan, 2002).



2.1.3.1. Biyotransformasyonda gorevli enzimler

Biyotransformasyon enzimleri biitiin viicuda dagilmistir ve pek ¢ok subselliler
kompartmanda bulunurlar. Omurgalilarda karaciger biyotransformasyon reaksiyonlarini
katalizleyen enzimler icin en zengin kaynaktir. Biyotransformasyon enzimleri basta
karacigerde hepatositlerde olmak iizere, bobrekte tubulus hiicrelerinde, akcigerde klara
hucrelerinde, ince barsakta mukoza hucrelerinde ve testislerde sertoli hicrelerinde
bulunurlar. Ayn1 zamanada deri, akcigerler, burun mukozasi, goz, pankreas, dalak, kalp,
beyin, ovaryum, plasenta, plazma, eritrosit, trombosit, lenfosit ve aortada da bulunurlar

(Anzenbacher ve Anzenbacherova, 2001; Gueguen ve ark. 2006).

Karaciger ve diger pek ¢ok organda bulunan biyotransformasyon enzimleri
blyilk oranda endoplazmik retikulum ya da sitozolde lokalize olmuslardir. Daha az
oranda da mitokondri, ¢ekirdek ve lizozomlarda bulunurlar. Sitozolik enzimler; alkol,
aminler, ksantinleri okside eden enzimlerdir. Biyotransformasyon olaylari %90
mikrozomal enzimlerle, %10 sitozolik enzimlerle olur (Lang ve Pelkonen, 1999;
Rozman ve Klaasen, 2001). Mikrozomal monooksijenazlarin en 6nemli enzim sistemi
sitokrom P450 enzim sistemidir (Anzenbacher ve Anzenbacherova, 2001; Guéguen ve
ark., 2006)

Bir diger monooksijenaz da flavin monooksijenaz (FMO) olup sitokrom P450’ye
benzer. Karaciger, bobrek ve akcigerlerin endoplazmik retikulumunda yerlesim
gosterirler. Nitrojen, sulfur ve fosfor hetero atomlarini igeren ksenobiyotiklerin
oksidasyonu ve bazi inorganik iyonlarin oksidasyonunu yiiriitiirler (Cashman, 1995;
Lawton ve ark., 1994; Rozman ve Klaasen, 2001; Ziegler, 1993).

2.1.3.2. Biyotransformasyon metabolizmasinin evreleri

Biyotransformasyon metabolizmas1 baslica iki evrede gergeklesir, birinci
evrenin ana tepkimesi sitokrom P450 olarak da bilinen bir grup monooksijenaz
tarafindan kataliz edilen hidroksillenmedir. Ikinci evrede hidroksillenmis tiirler

glukuronik asit, stlfat veya glutatyon gibi bir grup hidrofil bilesikle konjuge edilir. Bu



iki evre sonunda lipofil maddeler viicuttan atilabilecek suda ¢oziiniir bilesikler haline

cevrilir (Vural, 2004).

2.1.4. Karaciger hasariin degerlendirilmesi

Karaciger fonksiyonlarmi degerlendirmek igin degisik yontemler kullanilsa da,
bugiin i¢in bunlarin en ¢ok kabul goren ve en sik kullanilan AST (aspartat amino
transferaz), ALT (alanin amino transferaz) ve LDH enzim aktivitesi (laktat
dehidrogenaz) tayinidir (Giinsar, 2003). ALT hepatositlerde sitoplazmada, ¢cok azda
mitokondride bulunur. Bu nedenle hepatositlerde olusan herhangi bir hasara bagh
olarak serum ALT aktivitesi artar, ayn1 zamanda miyositer yaralanma sonucunda da
artabilir. ALT aktivitesindeki artisa benzer sekilde, serum AST aktivitesi de hepatosit
hasari, kolestaz ve miyosit yaralanmalarina bagli olarak geri doniisimli ve geri
doniisiimsiiz olarak artis gosterir. Her iki enzim karacigerde yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugu i¢in, herhangi bir nedenle meydana gelen karaciger hasar1 genellikle serum
ALT ve AST enzim aktivitelerindeki degisiklikler ile iliskilidir (Nakagawa ve ark.,
1984; Powell ve Connolly., 1991; Panicker ve ark., 2014). LDH vicutta, karacigerinde
icine alan bir cok dokuda bulunan sitoplazmik bir enzimdir. Hepatoselltler hasarda
LDH artis1, ALT artist ile birliktedir (Navarro-Gonzalves ve ark., 1998; Bongers ve
ark., 2003; Okar, 2011).

2.1.5. Karaciger hasarindaki histopatolojik bulgular

Karaciger hasarlarinin histolojik bulgulart zehirlenme siddetine, toksik
maddenin tiiriine ve bu maddeye maruz kalma sekline baghdir. Tlaglar ve diger kimyasal
maddelerle meydana gelen karaciger hasarlart morfolojik genis bir etki alanini kapsar ve
karaciger hastaliklarinin hemen hemen tim histolojik 6Ornekleri gozlenebilir. Bu
durumlar kolestaz, steatoz, hepatitler, dejenerasyon, nekroz, fibrozis, siroz, vaskuler
bozukluklar ve neoplazidir (Chisari ve Ferrari, 1995; Sturgill ve Lambert, 1997; Li ve
Friedman 1999; Robbins ve ark., 2000; Tumgor ve ark., 2005; Kutlu, 2006; Ustiiner,
2006; Fu ve ark., 2008; Domitrovic ve ark., 2009).



2.2. Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT)

Kimyasal olarak 2,6-di-tert-btil-p-cresol (DBPC) olarak adlandirilan BHT gida
antioksidani olarak kullanilmaktadir. Bu antioksidan madde, fenolik yapisindan dolay1
fenolik hidroksit guruplarindan hidrojen verip, baslangictaki serbest yag asidi radikal
olusumunu engeller (Lanigan ve Yamarik, 2002).

BHT 1954 yilinda gliserinler {izerinde etkili ve koruyucu bir antioksidan
oldugunun belirlenmesi sonucunda, gida olarak tiiketilen yaglarda ve diger bazi
gidalarda kullanilmaya baslanmistir (Panicker ve ark., 2014).

BHT; yaglarda iyi ¢6ziinebilen, ancak suda ¢dziinemeyen beyaz renkli ve kristal
yapida bir madde olup, 760 mmHg basingta kaynama noktas1 265 °C’dir (Yanishlieva
ve Gordonnb, 2001).

OEL

(CEHI=)sC C{CEHE )

Sekil 2. Butillenmis hidroksi toluen (BHT)'min kimyasal yapis1 (Uguzlar, 2009).

2.2.1. Butillenmis hidroksi toluen (BHT)'nin kullanim alanlari

BHT; kat1 ve siv1 yag iceren gidalarda ransiditeyi yavaslatmakta; g¢esitli tahil
tirlinleri, sakiz, patates cipsi gibi bitkisel kaynakli yaglarda kullanilir ve bu driinlerin
havaya maruz kalmalarindan kaynaklanabilecek renk, aroma veya tekstiir degisimlerini
onlemektedir. BHT ayrica vitamin ve mineral katki preparatlarinda dolgu maddesi
olarakta kullanilmaktadir (Cakmake1 ve Gokalp, 1992).

Birlesik Gida Kodeksi/Gida Katki Maddeleri Exsperler Komitesi'nin
(FAO/WHO) goriisiine gore, giinliik alinabilir miktari, viicut agirligi tizerinden 0.5

mg/kg olup, bu deger insan sagligi acisindan herhangi bir zarar yaratmamaktadir

(Panicker ve ark., 2014).



BHT'nin yiyeceklerde, ilaclarda ve kozmetik Urlnlerinde zarar vermeyecek
konsantrasyonlarda kullanildig1 ve toksik etkisinin sadece yiiksek doz alimi ve uzun

stireli alim1 sonucunda meydana gelebilecegi belirtilmistir (Lanigan ve Yamarik, 2002).

2.3. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tdrlerinin  olusumunu kontrol altinda tutan, bunlarin
olusturabilecekleri hasar1 onleyen ve radikallerin temizlenmesini arttiran maddelere
“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” denilmektedir. Bunlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonlarin1 engelleyerek ya da reaktif oksijen tiirlerini
toplayarak lipit peroksidasyon (LPO)’u inhibe etmektedirler. Geligsmis yapili hiicrelerde
pek cok antioksidan sistem bulunmaktadir (Stocker ve ark., 1987; Scandalios, 2002;
Jensen, 2003).

2.3.1 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Tablo 1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Scandalios, 2002).

Enzimatik Olan Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Glutatyon peroksidaz (GPx) Glutatyon (GSH) Melatonin
Glutatyon-S-transferaz (GST) Flavonoidler Seruloplazmin
Glutatyon redilktaz (GSSG-R) Askorbat (Vit. C) Transferin
Stiperoksit dismutaz (SOD) B-Karoten (Vit. A) Ferritin
Peroksidaz (PLGPX) a-Tokoferol (Vit. E) Laktoferrin
Katalaz (CAT) Urat Albumin
Fosfalipit hidroperoksit glutatyon Biluribin Lipoik asid




2.4. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin) 0karyotik hiicrelerde en bol bulunan,
diisiik molekiiler agirlikli bir tripeptiddir ve bir tiyol grubu tasimaktadir. Redukleyici
ajan ve antioksidan olarak rol oynayan GSH’nin, farkli hiicresel molekiillerin ve
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda ve ROS’un temizlenmesinde 6nemli islevleri
vardir. Bunlarin  yaninda hiicre dongiisiiniin  dlizenlenmesi ve mikrotiibiiler
mekanizmalarda rol oynar; sisteinin fizyolojik depo formu olarak is goriir; Ca*?
homeostasisinin, tiyol-disiilfid degisim tepkimeleri ile gen ekspresyonunun ve protein

islevlerinin diizenlenmesinde ¢alisir, mitokondriyal mekanizmalarda yer alir (Estrela ve

ark., 2006).
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O

H
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Sekil 3. Glutatyonun molekiiler yapis1 (Estrela ve ark., 2006)

Sistein rezidusl nedeniyle GSH, ROS ve reaktif nitrojen tirleri gibi elektrofilik
maddeler tarafindan  non-enzimatik  olarak  okside glutatyon (GSSG)’a
dontistiirilmektedir. Hiicrelerden GSSG’nin hiicre disina salinmasi, hiicre i¢inde net bir
GSH kaybina neden olmaktadir. Hiicredeki total GSH’1n yaklasik %15°1 proteinlere

bagli  olarak  bulunmaktadir ve  hiicresel GSH  derisimi  ksenobiyotik



detoksifikasyonunda, protein yetersizliginde, oksidatif streste ve birgok patolojik

durumda azalabilmektedir (Wu ve ark., 2004).

Reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu sirasinda iki tip tepkime meydana

gelmektedir (Camera ve Picardo, 2002).

1) 2GSH + H,0 ——— GSSG +2 H0
2) GSSG + NADPH + H* ———— 2 GSH + NADP*

2.4.1. Biyotransformasyon metabolizmasinda GSH'nin roli

Glutatyon oksidatif stresteki roliiniin yaninda pestisidler ve diger
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda da 6nemli gorevler yapmaktadir (Halliwell ve

Gutteridge, 1999).

Dogal ve antropojenik kimyasallarin biiylik kismi biyolojik olarak aktiftir ve
canlilarda fizyolojik siire¢lerde degisimlere neden olurlar. Bunlarin bir kismi lipid
membranlardan gegme yeteneginde olan lipofilik bilesiklerdir ve canlilar bu bilesiklerin
viicuttan daha kolay atilmasini saglamak iizere, bunlar1 elektrofilik metabolitlerine
dontistiirmektedirler. Lipofilik kimyasallarin polar metabolitlerine doniistiiriilmesi iki
metabolik fazda gergeklesmektedir. Faz I tepkimelerinde molekiile bir oksijen transfer
edilerek veya indirgenme ile -OH ve -COOH gibi islevsel gruplar olusturulmaktadir.
Ana bilesikten daha hidrofilik olan bu metabolitler, faz 1l tepkimelerinde glukuronik
asit, silfat ve GSH gibi endojen substratlarla konjuge edilerek vicuttan atilimlari
kolaylastirilmaktadir. Hiicrelerin ksenobiyotik etkisinden korunmasinda en oOnemli
metabolik siireclerden biri GSH konjugasyonudur. GSH igerdigi niikleofilik tiyol grubu
ile elektrofilik bilesiklerin ve metabolitlerin detoksifikasyonunu saglamaktadir.
GSH’nin elektrofilik bilesiklerle tepkimesi kimyasal olarak gerceklesebilecegi gibi,
GST tarafindan da katalizlenmektedir ((Murray ve ark., 199 ; Paulson ve ark., 1986;
loannides, 2002).
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2.5. Glutatyon Peroksidaz (GPx: EC.1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz GSH’nin oksidasyonu yoluyla, H202 ’nin H2O’ya

indirgenmesini katalizleyen enzimdir.

GPx
H,0, + 2GSH —» GSSG + 2H,0

Enzim, hayvan dokularinda yaygin olarak bulunmaktadir ve hidrojen donéri
olarak GSH’ya spesifiktir. Bununla birlikte, H,O>’den baska diger peroksitlere de etki
etmektedir. Bdylece, linolenik ve linoleik asit peroksidasyon iiriinleri gibi yag asidi
hidroperoksitlerinin, diisiik oranlarda kolesterol 7B-hidroperoksit ve bunun yaninda in
vitro ¢alismalarda enzim aktivitesini 6l¢gmek tizere siklikla kullanilan t-butil ve kiimen
hidroperoksitler gibi sentetik hidroperoksitlerin de, GSH-bagimli indirgenmelerini
katalizlemektedir. Her durumda peroksit grubu bir alkole indirgenmektedir (Basaga,
1990; Memisogullari, 2005; Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008).

GPx
LOOH +2GSH — > GSSG ++ H,0 + LOH

2.6. Glutatyon Reduktaz (GR: EC.1.6.4.2)

Hiicrelerde GSH/GSSG orani yiiksektir ve bu nedenle kimyasal olarak veya GPx
tepkimeleriyle acgiga ¢ikan GSSG’nin yeniden GSH’ya indirgenmesi icin bir
mekanizmanin bulunmasi  kosulu vardir. Bu durum GR enzimi tarafindan
basarilmaktadir. GR, NADPH-bagimli olarak GSSG’nin GSH’ye indirgenmesini
katalizlemektedir (Griffith, 1999).

GR
GSSG + NADPH + HY ———— 2GSH + NADP*

Bu tepkimede gereksinim duyulan NADPH icin en 6nemli kaynak pentoz fosfat
gecididir ve GR’nin NADPH’1 kullanarak NADPH/NADP+ oranini azaltmasi nedeniyle
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pentoz fosfat dongiisiiniin hizla bu orani korumasi gerekmektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 2000). Oksidatif stres kosullarinda glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G-6-PD)
enziminin inhibisyonu gibi, NADPH miktarmi sinirlayan herhangi bir faktor hiicre
icerisinde GSSG birikimine neden olmaktadir. Bu olay nedeniyle siklikla gergeklesen,
GSSG’nin hiicre digina atilarak, hiicresel GSH’nin kaybedilmesidir (Estrela ve ark.,
2006). GSSG’nin biitiin halinde hiicre igerisine alinamamasi nedeniyle ekstraseliiler
yikimi gereklidir, oksidatif stres sirasinda hiicre disina atilan GSSG, bu sekilde

GSH’nin de novo sentezi i¢in hiicrenin gereksinimlerini arttirmaktadir (Griffith, 1999).

2.7. Glutatyon-S-Transferaz (GST: EC 2.5.1.8)

Glutatyon S-transferaz enzim ailesi ¢ok sayida, farkli bilesiklerin GSH ile
konjugasyonunu saglamaktadir. Bunun nedeni non-spesifik hidrofobik substrat
baglanma bdlgesinin varligi ve ¢ok sayida izoenzimin bulunmasidir. Béylece GST
karsinojenik bilesikleri, ¢evresel kirleticileri, ilaglar1 ve diger bir¢ok bilesigi substrat
olarak kullanmaktadir. GST, her biri, elektrofilik substrat i¢cin ve GSH igin birer
baglanma bolgesi tasiyan iki protein alt birimine sahiptir (Cnubben ve ark., 2001).

GST
ROOH + 2GSH —— = GSSG + ROH + H0

Glutatyon S-transferaz karacigerde biyotransformasyon metabolizmasinin faz 11
evresinde ksenobiyotik metabolizmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Genelde
GST’nin etkisi, sitokrom P450°nin katalizledigi tepkimeleri takip etmektedir. Bu
enzimlerin Grlnd olan elektrofilik merkezli metabolitler nukleofilik GSH ile konjugat
olusturmak iizere GST’nin katalizledigi tepkimelere girmektedirler. Bu tepkimeler
sonunda GSH ile molekiiler olarak isaretlenen bu ksenobiyotik konjugatlari, hiicreden
uzaklastirllmak tizere ¢oklu-ilag direng proteini gibi ilag tasiyici proteinler araciligiyla
faz III metabolizmasma girerler. Hiicre disina atildiktan sonra GSH-konjugatinin y-
glutamil ve glisin rezidlleri, y-GT etkisi ve aminopeptidaz M veya sisteinilglisin
dipeptidaz yardimiyla uzaklastirilir. Agiga ¢ikan sisteinil konjugati, N-asetilasyon
tepkimeleri sonunda ksenobiyotigin idrardan atilma formu olan bir merkaptirik aside

dontistiirtiliir (Sherratt ve Hayes, 2002).

12



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hayvan materyali

Arastirmada, Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin
edilen 2-3 aylik, yaklasik 200-250 g agirliginda 47 adet disi Wistar albino rat kullanildi.
Calisma Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun 31.03. 2014 tarih ve 200 sayili onayi
dogrultusunda gerceklestirildi (Ek 1).

Ratlar 28 giinliik deneme siiresince 12 saat karanlik/aydinlatma uygulanmis,
sicakligi 22 + 2°C olarak ayarlanmis odalardaki kafeslerde barindirildi. Hayvanlara
ticari rat yemi (pellet yem) ve icme suyu ad libitum verildi.

3.1.2. Deneme gruplarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan ratlar kontrol ve dort deneme olmak lizere 5 gruba ayrildi.

Kontrol Grubu (n=7): Calisma siiresi boyunca misir 6zii yagi her giin agizdan
gavaj ile verildi.

I. Grup (n=10): 250 mg/kg BHT musir 6zii yaginda ¢ozdiiriilerek, 4 haftalik
caligma siiresi boyunca her giin agizdan gavaj ile verildi.

Il. Grup (n=10): 500 mg/kg BHT musir 6zii yaginda ¢zdurulerek, 4 haftalik
caligsma siiresi boyunca her giin agizdan gavaj ile verildi.

I1l. Grup (n=10): 4 haftalik g¢aligma siiresi boyunca misir 6zii yagi verilen
ratlara, ¢alismanin son dort guninde 1000 mg/kg BHT musir 6zii yaginda ¢ozdiiriilerek
agizdan gavaj ile verildi.

IV. Grup (n=10): 4 haftalik galisma siiresi boyunca misir 6zii yagi verilen
ratlara, calismanin son dért giiniinde 1500 mg/kg BHT musir 6zii yaginda ¢ozdiiriilerek

agizdan gavaj ile verildi.
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3.1.3. Analizlerde kullanilan cihaz ve malzemeler

Otoanalizor (Roche, 800).

Su banyosu (Nuve, BM 402)

Dijital pH metre (Inolab)

Jelli vakumlu tlp

Hassas terazi (Gee Avery)

Sogutmali santriifiij (Universal 320R)
Isitic1 tabla (Niive, HP 221)

Degisik hacimlerde otomatik pipet
ELISA cihazi (Zenyth, 200 rt)

Homojenizator (IKA yelow line)

3.1.4. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler

Butillenmis hidroksi toluen (Merck, China)

GSH kiti (Cayman, kat no:703002, USA)

GR kiti (Cayman, kat n0:703202, USA)

GPx kiti (Cayman, kat n0:703102, USA)

GST kiti (Cayman, kat n0:703302, USA)

Dinitro ditiodibenzoik asit (Merc, kat no: L 381991)
Asetik asit (Merck, kat no:1.00056.2500)

N-hekzan (Merck. 4368)

Absolut etanol (Merck. 0986)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA, Merck)

RIPA tamponu ( CST, 9806)
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3.2. Yontem

3.2.1. Kan 6rneklerinin alinmasi ve analizi

Deneme siiresinin sonunda ratlar 75 mg/kg ketamin (i.p) uygulamasindan sonra
dorso-ventral pozisyonda masa lizerine yatirildi. Kalp dogrudan kaniile edilerek, kan
ornekleri antikoagulansiz vakumlu tiiplere alindi. Bu 6rnekler 3000 devirde +4°C’de 5
dakika santrifiij edildikten sonra serumlar1 ¢ikarildi. Cikarilan bu serumlarda alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH)
enzim aktiviteleri otoanalizorde (Cobas Integra, 800) ticari kit (Roche/Hitachi)
kullanilarak Van Bolge Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuarinda
olgalda.

3.2.2. Karaciger doku 6rneklerinin alinmasi ve analizi

Kan oOrneklerinin alinmasini takiben ratlar anestezi altinda sakrifiye edilerek
karaciger dokulart ¢ikarilip analiz yapilincaya kadar derin dondurucuda (-20 °C)
saklandi. 0,3 gram karaciger dokusu izerine 3 ml soguk fosfat tamponu (pH 7.4 ) ilave
edilerek homojenize edildi. Homojenat 10000 rpm'de +4°C’de 15 dakika santriftj edildi.
Karaciger doku orneklerinden elde edilen stipernatantlarda GSH duzeyi ve GPx, GR,
GST enzim aktiviteleri ticari kit (Cayman Chemical Company, 2014) kullanilarak
ELISA cihazinda (Zenyth, 200 rt) Yiiziincii Yil Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya AD Laboratuarinda 6l¢iildii.

GSH duzeyi 6lguim:

Standart kuyucuklarina 50 pl standart eklendi.
Ornek kuyucuklarina 50 pl siipernatant konuldu.
Hazirlanan kokteylden 150 ul tiim kuyucuklara eklendi.

M o np e

412 nm'de absorbans okundu.
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Hesaplama:

(405-414 Absorbans) — (Y-kesisim)
GSH (uM) = X 2 x sulandirma faktori
Egim

GPx enzim aktivite 6lcim:

Non-enzimatik kuyucuklar: 120 pl tampon ve 50 pl co-substrat ii¢ kuyucuga
eklendi

Pozitif kontrol kuyucuklar: 100 pl tampon, 50 pl co-substrat ve 20 pl
sulandirilmis  GPx (kontrol) {i¢ kuyucuga eklendi.

Ornek kuyucuklar: 100 pl tampon, 50 pl co-substrat ve 20 pl siipernatant
kuyucuga eklendi.

Tum kuyucuklara 20 pl kumen hidroperoksit hizli bir sekilde eklendi.

340 nm’de absorbans okundu.

Hesaplama:

Aazso(zaman 2) - Azso(zaman 1)
AAss/min. =

zaman 2(min) - zaman 1(min)

AAszg/min 0,19 mi
GPx (nmol/min/ml) = X x sulandirma faktorii
0,00373m?* 0,02 ml

GST enzim aktivite 6lcimu:

Non-enzimatik kuyucuklar: 170 ul tampon ve 20 pl glutatyon ii¢ kuyucuga
eklendi.

Pozitif kontrol kuyucuklar: 150 ul tampon, 20 pl glutatyon ve 20 ul sulandirilmis
GST (kontrol) ti¢ kuyucuga eklendi.
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3. Ornek kuyucuklar: 150 pl tampon, 20 pl glutatyon ve 20 pl siipernatant ii¢
kuyucuga eklendi.

4. Tum kuyucuklara 10 ul 1-kloro 2,4 dinitro benzen sollisyonu hizli bir sekilde
eklendi.

5. 340 nm’de absorbans okundu.

Hesaplama:
Aazso(zaman 2) - Asso(zaman 1)

AAzs/min. =
zaman 2(min) - zaman 1(min)

AAss/min 0,19 mi
GST (nmol/min/ml) = X x sulandirma faktorii
0,00373 m?* 0,02 mi

GR enzim aktivite 6lcimu:

1. Non-enzimatik kuyucuklar: 120 pl tampon ve 20 pul GSSG ii¢ kuyucuga eklendi.

2. Pozitif kontrol kuyucuklar: 100 pl tampon, 20 ul GSSG ve 20 pl sulandirilmis
GR (kontrol) ii¢ kuyucuga eklendi.

3. Ornek kuyucuklar: 100 pl tampon, 20 pl GSSG ve 20 pl siipernatant (ic
kuyucuga eklendi.

4. Tum kuyucuklara 50 ul NADPH’i hizli bir sekilde eklendi.

5. 340 nm’de absorbans okundu.

Hesaplama:
Aazso(zaman 2) - Azso(zaman 1)

AAszgo/min.
zaman 2(min) - zaman 1(min)

AAszao/min 0,19 ml
— X ——  x sulandirma faktori
0,00373 m* 0,02 ml

GR (nmol/min/ml)
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3.2.3. Karaciger doku oérneklerinin histopatolojik analizi

Histopatolojik degerlendirme amaciyla alinan karaciger doku ornekleri %10’luk
formalin soliisyonunda 48 saat tespit edildi, daha sonra ¢esme suyunda 8 saat yikandi.
Rutin doku takibinde alkol (70°, 80°, 90°, 96 °ve 100°) ve ksilol serilerinden gegtikten
sonra parafinde bloklanarak her bloktan 4 um kalinliginda kesitler alinip lam tizerinde
preparatlar hazirlandi. Histopatolojik inceleme icin hazirlanan preparatlar Hematoksilen-
Eozin (HE) ile boyand1 ve 151k mikroskobu ile incelenerek gerekli alanlar resimlendi
(Luna, 1968; Taylor ve Cote, 1994).

Karaciger dokularinmn histopatolojik degerlendirmesi Yiiziincii Y1l Universitesi,

Veteriner Fakultesi Patoloji AD Laboratuarinda yapildi.

3.3. istatistik Analiz

Siirekli degiskenlerin normal dagilma uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
analiz edildi. Normal dagilim gosteren degiskenler i¢in gruplar1 karsilastirmada tek
yonli varyans analizi (one-way ANOVA) yapildi. Analizlerde p<0,05 anlamlilik diizeyi
olarak kabul edildi. Tiim analizler SPSS (20.0) paket program1 kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Calismanin sonunda, kontrol ve deneme gruplarina ait serum ALT, AST ve LDH
enzim aktiviteleri Tablo 2’de, karaciger dokusu GSH duzeyi ve GPx, GST, GR enzim

aktiviteleri Tablo 3’te verildi.

Calisma sonunda, tiim gruplara ait karaciger dokusu makroskobik bulgular Sekil

11-14 ve histopatolojik bulgular Sekil 15-19° da verildi.

4.1. Seruma ait biyokimyasal bulgular

Tablo 2. Kontrol ve deneme gruplarina ait serum ALT, AST ve LDH enzim aktiviteleri

Grup K . Grup 1. Grup 111. Grup 1V. Grup
lar
X + Sx X + Sx X + Sx X + Sx X + Sx
ALT 36.62 +2.102 39.12 +2.142 61.47 +6.70%® 82.62 +3.77™ 98.51 +13.84°¢
(U/L)

AST 126.18+13.79° | 160.55+ 12.24% | 176.95+ 10.49% | 218.20 + 11.80® | 306.24 % 90.74
(UL)

LDH 1041.57150.48° | 1156.57+185.79% | 1212.28+107.87% | 1221.00+ 220.09% | 2280.85 + 543.78"
(UL

a, b, c: Aym siitunda farkli harfleri tagiyan grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistik

olarak 6nemlidir. *: p<0.05, **: p<0.001

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, BHT nin farkli dozlarinin uygulandig:
deneme gruplarin hepsinde ALT enzim aktivitesinin yikseldigi, bu yiikselisin Ill. ve
IV. Grupta istatistik olarak 6nemli oldugu (sirasiyla, p<0.05, p<0.001), diger gruplarda
onemli olmadigi tespit edildi (p>0,05). Deneme gruplart kendi arasinda
karsilastirildiginda ALT enzim aktivitesi agisindan 1V. Grup ile 1. ve Il. Gruplar
arasinda, ve Ill. Grup ile I. Gruplar arasinda istatistik olarak fark oldugu belirlendi
(p<0.001).
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Sekil 4. Kontrol ve deneme gruplarina ait serum ALT enzim aktivitesi

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, BHT'nin farkli dozlarmmin uygulandigi
deneme gruplarmin hepsinde AST enzim aktivitesinin yiikseldigi, bu ylkselmenin
sadece IV. Grupta istatistik olarak onem gosterdigi tespit edildi (p<0.05). Deneme
gruplart kendi arasinda karsilagtirildiginda, AST enzim aktivitesi agisindan fark
olmadig1 belirlendi (p>0,05).

AST (U/L)

200 | AST
150
100
S0
0

250mg/'kg S00mg'kg 1000mg'kg 1500mg'kg

Sekil 5. Kontrol ve deneme gruplarina ait serum AST enzim aktivitesi
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Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, BHT'nin farkli dozlarmmin uygulandigi
deneme gruplarmin hepsinde LDH enzim aktivitesinin yikseldigi, bu yiikselmenin
sadece IV. Grupta istatistik olarak 6nem gosterdigi tespit edildi (p<0.05). Deneme
gruplar1 kendi arasinda Kkarsilastirildiginda, LDH enzim aktivitesi agisindan fark
olmadig1 belirlendi (p>0,05).

LDH (U/L)

) ' = LDH
0 ' ' I '

250mg kg S00mg kg 1000 mg/'kg 1500mg/'kg

Sekil 6. Kontrol ve deneme gruplarina ait serum LDH enzim aktivitesi

4.2. Karaciger dokusuna ait biyokimyasal bulgular

Tablo 3. Kontrol ve deneme gruplarina ait karaciger dokusu GSH seviyesi ve GPx,
GST, GR enzim aktiviteleri

Gruplar K 1. Grup 11. Grup 111. Grup V. Grup

X £ Sx X+ Sx X+ Sx X+ Sx X+ Sx
GSH(uUM) 4.43 +0.042 4.27 +0.03? 1.72 £ 0.06° 1.01+0.05° 0.45 +0.01¢
GPx(nmol/ | 210.00+3.40* | 202.71 +1.86® | 193.85+2.14" | 159.28 + 1.12° | 81.57 + 2.47¢
min/ml)
GST(nmol/ | 289.85+2.63* | 273.71+6.78® | 260.85+6.13" | 197.57 +4.05° | 143.00 + 6.06"
min/ml)
GR (nmol/
min/ml) 198.00+1.91% | 190.42 + 2.512 178.14 +1.95" | 173.14+1.69" | 130.71 + 1.92°

a, b, ¢, d: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan grup ortalamalari arasindaki fark istatistik

olarak 6nemlidir. ** p<0.001
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, BHT nin farkli dozlarinin uygulandigi
deneme gruplarinda, karaciger dokusu GSH seviyesinin Il., Ill. ve 1V. Gruplarda
istatistik olarak onem gosterecek sekilde azaldig (p<0.001), 1. Grup ile kontrol grubu
arasinda istatistik olarak fark olmadig: tespit edildi (p>0,05). Deneme gruplar1 kendi
aralarinda karsilatirildiginda BHT nin verilen dozlarinin artmasina paralelel olarak GSH
seviyesinin azaldigi, bu azalmanin deneme gruplarn arasinda istatistik olarak 6nem

gosterdigi belirlendi (p<0.001).

GSH (nM)
4 I \
3
2 _ OGSH
| J
0 [T]
K 250 mg'kg S00mgkg 1000mgkg 1500mgkg

Sekil 7. Kontrol ve deneme gruplarina ait karaciger dokusu GSH seviyesi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, BHT nin farkli dozlarinin uygulandigi
deneme gruplarinda, karaciger dokusu GPx enzim aktivitesinin II., 1ll. ve V.
Gruplarda istatistik olarak 6nem gosterecek sekilde azaldigi (p<0.001), 1. Grup ile
kontrol grubu arasinda istatistik olarak fark olmadig: tespit edildi (p>0,05). Deneme
gruplar1 kendi aralarinda karsilatirildiginda, BHT nin verilen dozlarinin artmasina
paralelel olarak GPx enzim aktivitesinin azaldigi bu azalmanin II., I1l. ve IV. Gruplar
arasinda istatistik olarak 6nem gosterdigi belirlendi (p<0.001). GPx enzim aktivitesi

acisindan |. ve Il. Gruplar arasinda fark bulunamadi (p>0,05).
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Sekil 8. Kontrol ve deneme gruplarina ait karaciger dokusu GPx enzim aktivitesi

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, BHT nin farkli dozlarinin uygulandigi
deneme gruplarinda, karaciger dokusu GST enzim aktivitesinin Il., 1. ve IV.
Gruplarda istatistik olarak onem gosterecek sekilde azaldigir (p<0.001), 1. Grup ile
kontrol grubu arasinda istatistik olarak fark olmadig: tespit edildi (p>0,05). Deneme
gruplart kendi aralarinda karsilatirildiginda, BHT’ nin verilen dozlarinin artmasina
paralelel olarak GST enzim aktivitesinin azaldigi bu azalmanimn Il., 1ll. ve IV. Gruplar
arasinda istatistik olarak 6nem gosterdigi belirlendi (p<0.001). GST enzim aktivitesi

acisindan |. ve 1l. Gruplar arasinda fark bulunamadi (p>0,05).
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Sekil 9. Kontrol ve deneme gruplarina ait karaciger dokusu GST enzim aktivitesi
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, BHT nin farkli dozlarinin uygulandigi
deneme gruplarinda, karaciger dokusu GR enzim aktivitesinin Il., I1l. ve IV. Gruplarda
istatistik olarak 6nem gosterecek sekilde azaldigi (p<0.001), 1. Grup ile kontrol grubu
arasinda istatistik olarak fark olmadig: tespit edildi (p>0,05). Deneme gruplar1 kendi
aralarinda karsilatirildiginda BHT nin verilen dozlarinin artmasina paralelel olarak GPx
enzim aktivitesinin azaldigi, bu azalmanin Il. ve Ill. Gruplar ile 1V. ve I. Gruplar
arasinda istatistik olarak 6nem gdsterdigi (p<0.001), Il. ve Ill. Gruplar arasinda 6nemli
olmadigi (p>0,05), belirlendi.

GR (nmol/min/ml)

100 OGR

K 250 mg/'kg S00mg/'kg 1000 mg'kgl S00 mg/'kg

Sekil 10. Kontrol ve deneme gruplarina ait karaciger dokusu GR enzim aktivitesi
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4.3. Karaciger dokusuna ait histopatolojik Bulgular

Makroskobik bulgular:

Gruplara ait karaciger dokusu makroskobik olarak incelendiginde, kontrol ve 1.

Grup ratlarin karacigerleri, normal renk ve anatomik yapida oldugu belirlendi (sekil 11
A-B). Il. Grup ratlarin karacigerlerinin konjesyone koyu kahverengi siyah renkte oldugu
tesbit edildi (Sekil 12). Ill. ve V. Grup ratlarin karacigerlerinde ise yine konjesyone,
makroskobik olarak fark edilebilen sarimtirak nekrotik odaklar oldugu bulundu (Sekil
13, 14).

Sekil 11. kontrol (A) ve 1.Grup (B) rat karacigeri makroskobik gériinim: Normal renk
ve anotomik yapida.
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Sekil 12. 1. Grup rat karacigeri makroskobik goriinum: Konjesyone koyu kahverengi
siyah renkte.

Sekil 13. I11. Grup rat karacigeri makroskobik goriinim: Sarimtirak nekrotik odaklar.
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Sekil 14. IV. Grup rat karacigeri makroskobik goriinum: Sarimtirak nekrotik odaklar.
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Mikroskobik bulgular:

Gruplara ait karaciger dokusu histopatolojik olarak incelendiginde, kontrol ve I.
Gruba ait ratlarin karaciger dokularinin normal histopatolojik yapida oldugu tesbit
edilirken (Sekil 15,16), Il. Grup rat karaciger dokularinda hepatik konjesyon, sentral
bolgedeki hepatositlerde hafif dejenerasyon belirlendi (Sekil 17). IlIl. Gruba ait rat
karaciger dokularinda konjesyon, 6zellikle sentral bdlgede bulunan hepatositlerde de
dejenerasyon, c¢ok sayida nekrotik alan, hemorajik odaklar belirlendi (Sekil 18). 1V.
Grup rat karacigerinde ise sentral bolgede ¢ok siddetli nekrotik, hemorajik alanlar
gorilurken, bu nekrotik odaklarin etrafinda ve portal bolgede lenfoplazmositer hiicre
infiltrasyonu tesbit edildi (Sekil 19).

Sekil 15. Kontrol grup rat karaciger dokusu histopatolojik yapis1 (HXE) Bar=20um.
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20 pm

Sekil 16. I. Grup rat karaciger dokusu histopatolojik yapist (HXE) Bar=20pm.
Karaciger dokusu normal histopatolojik yapida.

Sekil 17. Il. Grup rat karaciger dokusu histopatolojik yapis1 (HXE) Bar=20um. Karaci
ger dokusunda hepatik konjesyon, hepatositlerde dejenerasyon.
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Sekil 18. |IlIl. Grup rat Kkaraciger dokusu histopatolojik yapist1 (HXE)
Bar=20um. Karaciger dokusunda konjesyon, hepatositlerde dejenerasyon (siyah oklar)
ve ¢ok sayida nekrotik alan, hemorajik odaklar (beyaz oklar).

Sekil 19. IV. Grup rat karaciger dokusu histopatolojik yapist (HXE) Bar=20um
Karaciger dokusunda ¢ok siddetli nekrotik, hemorajik alanlar ve nekrotik odaklarin
etrafinda ve portal bolgede lenfoplazmositer hiicre infiltrasyonu.
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5. TARTISMA VE SONUC

Organizmalarin karsilastigi yabanci kimyasal maddeler veya ilaglar viicut i¢in
toksik maddeler olup, viicuda alindiktan sonra etki yerlerine dagilirlar ve gesitli yollarla
elimine edilmeye calisilirlar. Bunlarin metabolize edildigi ana organ karacigerdir

(Aypak, 2009).

Hazir gidalarin raf dmiirlerini uzatmak amactyla kullanilan besin koruyucular da
insanlarin hergiin kars1 karsiya kaldiklar1 kimyasal maddelerin basinda gelmektedir. Bu
nedenle, giiniimiizde besin koruyucularin muhtemel toksik etkilerinin arastirildigi
caligmalar biiyiik 6nem kazanmaktadir. Daha Once yapilan arastirmalarda bazi besin
koruyucularin canlilar Uzerinde toksik etkilere neden olabilecegi bildirilmistir (Bakar,
2008).

BHT islenmis gidalarda, kozmetik ve petrol Grlnlerinde antioksidan olarak
kullanilmasina ragmen, toksisitesi nedeniyle kullanimi sinirlidir (Ip ve Ko, 1996). Bir
insanin bu antioksidani giinliik 0.1 mg/kg olarak tiikettigi tahmin edilmektedir. BHT nin
bu dizeyden 500 kat (50mg/kg/giin) fazla alinmasi ile zararli etkiler olusturmadigi,
maymun ve kemirgenlerde daha yiiksek doz (500 mg/kg/glin) alimmnin belli patolojik,
enzim ve lipid degisikligine neden oldugu bildirilmistir (Branen, 1975).

Bununla birlikte, fenolik antioksidan olan butillenmis hidroksi anisol (BHA) ve
BHT' nin yasal olarak belirtilen seviyelerde gidalarda kullanilmalarinin kansere neden

olmayacagi, aksine antikanserojen etki olusturabilecegi belirtilmistir (Williams ve ark.,
1999).

Toksik ajanlarin hepatoseliiler reaksiyonlarinda yada herhangi bir hepatotoksik
yaralanmalarda serum AST ve ALT enzim aktiviteleri artar (Nakagawa ve ark., 1984;
Powell ve Connolly, 1991; Paciker ve ark., 2014). Karaciger hasarmm oldugu tim
durumlarda AST ve ALT enzim aktivitesinde oldugu gibi, LDH enzim aktivitesinde de
artma meydana gelir (Yabe ve ark., 2001; Giinsar, 2003; Akarca, 2007).

BHT' nin 0,5 - 1.0 g/kg'lik akut dozlarmin farelerde bobrekte ve karacigerde

baz1 hasarlara, diisiik dozlarda BHT ile subkronik  besleme ve intraperitonal
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calismalarin ratlarda karaciger agirliginda artisa ve birka¢ hepatik enzim aktivitesinde

azalmaya neden olacagi belirtilmistir (Lanigan ve Yamarik, 2002).

Daha o6nce yapilan kronik ¢alismalarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
BHT'nin (250-500 mg/kg) kullanilmasinin serum ALT ve AST enzim aktivitesini
artirdigini, bu serum enzim aktivitesindeki artisin hepatik glutatyon seviyesindeki
dikkat gekici azalma ile iligkili oldugu, ayn1 zamanda BHT'nin toksik dozlarda (1000
mg/kg) kullanilmasinda serum enzim aktivitesini artirdigi bildirilmistir (Nakagawa,
1987).

BHT wuygulanan ratlarda hepatiiseliiler hasarin bir indikatérii olan ALT
aktivitesinde istatiksel agidan onemli bir artisin oldugu, yiksek doz BHT'nin ratlarda

hemorajik 6ltimlere ve karaciger hasarina neden oldugu bildirilmistir (Ip ve Ko, 1996).

Devi ve ark. (2003), BHT ( 500 mg/kg / 3 glin) verilen grupta, serum protein
seviyesinin, LDH, AST, ALT enzim aktivitelerinin arttigini, bununla birlikte serumda

lipit peroksidaz (LPO) enzim aktivitesinin azaldigini tespit etmislerdir.

Karaciger hasarinin safalarinda hepatositlerin transport fonksiyonlarinin
bozulmasinin, plazma memranlarinda sizintilara neden olarak serum ALT ve AST ezim
aktivitelerini  arttiracagin1  belirten Lin ve ark. (2007), kontrol grubuyla
karsilastirdiklarinda, BHT' uygulanan grupta oksidatif stres ile birlikte serum AST ve

ALT enzim aktivitelerinin artigini tespit etmislerdir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, 200 ppm BHT nin alt1 hafta oral uygulanmas ile
serum AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerinin, uygulamanin baslamasindan {i¢ hafta
sonra arttig1 ve sonuna kadar devam ettigi, sonug olarak da 200 ppm BHT nin karaciger
fonksiyonlar1 ilizerine zararli etkilere neden oldugu belirtilmistir (EI-Anany ve Ali,
2013). Farag ve ark. (2006), 200 mg/kg BHT igeren diyet ile beslenen ratlarin karaciger

enzim aktivitelerinde 6nemli bir artigin oldugunu tespit etmislerdir.

BHT'min farkli dozlarmin (250, 500 ve 1000 mg/kg) 14 gin boyunca
uygulandigr ¢alismada, BHT'nin serum ALT, AST ve GGT enzim aktivitelerini
6nemli Olgude arttirdigi, bu artisin  doza bagimli bir sekilde meydana geldigi, 1000

mg/kg uygulanan grupta maksimum seviyeye ulastig1 tespit edilmistir. Sonug olarak bu
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enzim aktivitelerindeki artisin BHT'nin hepatotoksik etkisiyle ilgili olabilecegi tespit
edilmistir (Panicker ve ark., 2014).

Bazi  arastirmalarda ise, farelerde serum transaminaz  aktivitesi
degerlendirildigine, kronik BHT uygulamalarimin hepatoksik etkilere neden olmadigi
(Jaeschke ve Wendel, 1986), diyete BHT katilan hayvanlarin serum ALT , AST ve
LDH enzim aktivitelerinde istatistik olarak fark olmadigi belirtilmistir (Klein ve ark.,
2002).

Bu ¢alismada, kontrol ve deneme gruplarinda ( L, I, Ill. ve V. Grup) ALT
(U/L) enzim aktivitesi sirasiyla, 36.62 + 2.10, 39.12 + 2.14 , 61.47 £ 6.70, 82.62
3.77 ,98.51 + 13.84, AST (U/L) enzim aktvitesi 126.18 + 13.79, 160.55 + 12.24 ,
176.95 + 19.49 , 218.20 + 11.80, 306.24 = 90.74 ve LDH (U/L) enzim aktivitesi
1041.57 £ 150.48 , 1156.57 + 185.79, 1212.28 + 107.87, 1221.00 + 220.09, 2280.85 *
543.78 olarak tespit edildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, deneme gruplariin hepsinde serum ALT,
AST ve LDH enzim aktivitelerinin  BHT'nin dozlarina bagli olarak arttigi, bu artista
ALT enzim aktivitesinin Ill. ve IV. Grupta (p<0.001, p<0.05), AST ve LDH enzim
aktivitesinin 1V. Grupta  istatistik olarak 6nem gosterdigi tespit edildi (p<0.05).
Deneme gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, ALT enzim aktivitesi agisindan
IV. Grup ile I. ve Il. Gruplar arasinda, ve Ill. Grup ile I. Grup arasinda istatistik olarak
fark oldugu (p<0.001), AST ve LDH enzim aktivitesi agisindan deneme gruplari
arasinda fark olmadigi tespit edildi (p>0,05). Bu sonuglara bakilarak, BHT'nin
hepatositlerde hasar olusturmasina bagli olarak bu enzimlerin serum seviyelerindeki

artisina neden oldugu soylenebilir.

Bircok endojen ve eksojen maddenin karacigerde biyotransformasyonu
esnasinda meydana gelen oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlari sonucunda serbest
radikaller meydana gelmekte ve agiga cikan bu radikaller antioksidan savuma
sisteminin kars1 koyabilecegi diizeyin iizerine c¢iktiginda dokularda cesitli tahribatlara
neden olmaktadir. Bu tahribatlar arasinda membran hasarlari, DNA hasarlari, enzim

inaktivasyonlar1 sayilabilir (Dokmeci, 2001; Atalay ve ark., 2004).
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Oksidasyon rediiksiyon tepkimeleri arasindaki denge hiicrenin redoks durumunu
yansitmaktadir. Aerobik metabolizma sirasinda stirekli olarak ROS olusmasi nedeniyle,

GSH redoks sistemi hiicrenin varligin1 devam ettirmesi agisindan oldukc¢a onemlidir

(Jefferies ve ark., 2003).

Glutatyon redoks sistemi, GSH, GR, GPx ve NADPH’dan olusmaktadir
(Jokanovic, 2001). Kimyasal olarak baslatilan hiicresel toksisite, sitozolik GSH'nin
kayb1 ve daha sonra mitekondriyal GSH seviyesindeki azalmayla iliskilendirilmektedir.
Mitekondride GSH ile iliskili protein tiyollerinin azalmasi hiicre canlilig1 igin kritik
oldugundan, kimyasal kaynakli hepatik zarara karsi korunmak i¢in mitekondriyal GSH
redoks durumunun devam ettirilmesi oldukga 6nemlidir (Ip ve Ko, 1996).

GPx ve GR enzimlerinin katalizledigi tepkimelerde GSH tiiketilmemekte, fakat
bir dénguye sokulmaktadir. Bunun aksine, GST enziminin katalizledigi tepkimelerle
GSH S- konjugatlarinin olusumuyla ve bunlarin hiicre disina atilmasiyla intraselller

GSH miktar1 azalmaktadir (Camera ve Picardo, 2002).

Hazir gidalarin raf omdiirlerini uzatmak i¢in kullanilan BHT'nin karacigerde
biyotransformasyon metabolizmasi birkag asamada meydana gelmektedir. BHT
oncelikle karaciger mikrozomlarinda monooksijenazlar tarafindan hidroksillenir, daha
sonra silfat ve glukuronik asit konjugatlarina doniistiiriilerek idrar ve digk: ile atilir
(Panicker ve ark., 2014).

BHT'nin bir ara metaboliti olan BHT-kinon metit (BHT-QM) ratlarda
karacigerde ve akcigerde sitokrom P450 tarafindan metabolize edilir. Fazla miktarda
olusan BHT-QM nikleik asitlere ve proteinlere kovalent olarak baglanir, bunun
sonucunda akut hepatotoksite ve pnomotoksisite meydana gelir. Normal sartlarda BHT-
QM glutatyon tarafindan konjuge ve detoksifiye edilir. BHT-QM'nin fazla dretimi
oksidatif stresi artirabilir ve GSH 'y1 tiikketebilir (Witschi ve ark., 1989; Devi ve ark.,
2003).

Mizutani ve ark. (1987), BHT'nin hepatotoksik etkisinin zamana ve doza bagl

oldugunu, 800 mg/kg doz BHT'min karaciger hasar1 olusturduguna dair kanit
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olmadigini, BHT-QM'nin farelerde GSH seviyesini diisiirerek karaciger hasarini

olusturdugunu belirtmislerdir.

BHT'nin diyetlere katilmasinin ( % 0.75, % 0.5) iki farkli kemirgen tiiriinde (fare
ve rat) etkilerinin karsilastirildigi calismada, BHT'nin ratlarda  epoksit hidrolaz
aktivitesini ve iki kemirgen tiriinde de glukuronit konjugasyon sistemindeki enzim
aktivitelerini arttirdig1 tespit edilmistir. BHT ile tedavide, asitte c¢oziiniir tiyol
seviyelerinin sadece farede artigi, ratta degismedigi bulunmustur. GR enzim
aktivitesinin sadece BHT uygulanan ratlarda, ayrica GST enzim aktivitesinin her iki

kemirgen tiiriinde arttigi bulunmustur (Cha ve Heine., 1982).

Ip ve Ko (1996), yaptiklari ¢alismada, kontrol grubu ile karsilagtirdiklarinda,
yalniz BHT'nin 3 mg/ kg/ 3 gun kullanilmasinin hem karaciger mitokondriyal GSH
hem de GSSG seviyelerini azalttigini, GSH /GSSG oranina etki etmedigini, bununla

birlikte mitokondriyal enzim aktivitelerini artirdigini tespit etmislerdir.

BHT'nin farkli oranlarda (% 0.05, % 0.5) diyete ilave edilmesinin karacigerde
SOD enzim aktivitesini etkilemedigi, bununla birlikte GPx enzim aktivitesini ¢nemli
oranda arttirdigi, ayrica diger gruplar ile karsilastirildiginda, BHT'nin diyete % 0.5
ilavesinin belirgin sekilde GST enzim aktivitesini arttirdigr tespit edilmistir. BHT ile
beslenmeye karsilik olarak GPx enzim aktivitesinin artmasinin, farelerin organlarinda
aktif oksijenlerin uzaklastirillmasinda yardimci olabilecegi, bununla birlikte BHT'nin
yiksek doz uygulanmasi ile lipit peroksidasyonun artirma olasiliginin gz oniinde

bulundurulmasi gerektigi vurgulanmistir (Jang ve ark., 1999).

Devi ve ark. (2003), 500 mg/kg/ 3 giin BHT uygulanmasinin, karaciger dokusu

GSH seviyesini azalttigini tespit etmislerdir.

Yapilan ¢alismalarda, hindilerin diyetine 10 giin boyunca 4000 ve 1000 ppm
(Klein ve ark., 2003), ve 20 gin boyunca 4000 ppm (Coulombe ve ark., 2005), BHT
katilmasimin hepatik GST enzim aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir.

Lin ve ark. (2007), BHT'yi 1000 mg/kg boyunca uyguladiklari grupta, MDA
seviyesinin sadece akciger dokusunda artarken, karaciger ve bobrekte degismedigi,

bununla birlikte her ¢ dokuda SOD, CAT ve GPx enzim aktivitesinin azaldigini, bu
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sonuglarin BHT'nin karaciger, bobrek ve akcigerde antioksidan sistemler iizerinde

olumsuz etkilere neden olmasindan kaynaklanmig olabilecegini belirtmislerdir.

BHT'nin 500 mg/kg 3 glin boyunca oral uygulamasinin, karaciger dokusunda
GSH seviyesini ve GST, GR enzim aktivitelerini artirdigi, BHT'nin bir metaboliti olan
BHT - alkol'iin bu parametrelerin seviyesini yada aktivitesini arttirdigi, fakat bu etkinin
BHT'den daha zayif oldugunu tespit etmislerdir. Bununla birlikte kullanilan dozlarda
BHT yada BHT- alkol'lin GPx enzim aktivitesi Uzerine etki etmedigini bildirmislerdir
(Nakagawa ve ark., 1981).

Nakagawa ve ark. (1984), yaptiklar1 baska bir ¢alismada BHT'nin ( 500 - 1000
mg / kg) oral uygulanmasinin serum transaminaz aktivitesi, hepatik glutatyon miktari ve
lipit peroksit arasindaki iliskisini arastirmislar, GSH seviyesinin hizla azaldigini, bu
azalmanin BHT uygulamasindan 6 saat sonra minimum seviyeye ulastigini, bu diisiisiin
uygulanan BHT'nin dozu ile orantili oldugunu ve GSH seviyesindeki diizelmenin
yiikksek doz kullanilan ratlarda, diisiik doz kullanilanlardan daha uzun siire aldigini
bulmuglardir. BHT uygulamasindan 12 saat sonra GST aktivitesinin etkilenmedigini,
fakat daha sonra zamanla artarak GSH seviyesindeki artisa eslik ettigini
belirtilmiglerdir. Calismanin sonunda yiiksek doz BHT'nin hepatik hasara neden
oldugunu ve bununda karacigerde lipit peroksidasyonundan ziyade, GSH seviyesindeki

uzun siiren azalmayla iliskili oldugu sonucuna varmislardir.

Rat diyetine BHT'nin (% 0.4 w/w) ilave edilmesinin karaciger dokusunda GST
enzim aktivitesini 3 kat artirirken, GPX enzim aktivitesinde degisiklige neden olmadigi

tespit edilmistir (Awasthi ve ark., 1983).

Furukawa ve ark. (1984), BHT' nin 18 hafta boyunca 300 - 6000 ppm diyetlere
katilmasinin rat karaciger dokusu gama-glutamil transferaz (GGT) aktivitesinin doza
bagli olarak arttirdigini, GST enzim aktivitesinin 3000 veya 6000 ppm dozunda BHT

kullanilmasiyla karaciger dokusunda arttigini tespit etmislerdir.

Karaciger dokusunda, BHT 'nin 100-1000 mg/kg doz kullanilmasinin GST
enzim aktivitesini arttirirken, BHT'nin diisiik doz kullaniminin (10 mg/kg) GST enzim

aktivitesini degistirmedigi belirtilmistir. BHT 'nn farkli dozlarmin ( 1-100 mg/kg )
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uygulanmasinin 5. ve 10. giinler arasinda GSH seviyesini degistirmedigi, 100 mg / kg
BHT nin tek doz kullanilmas: ile karaciger dokusu GSH seviyesindeki azalmanin ilk
uygulamadan sonra 5. glinde kontrol seviyelerinin zerinde bir yikselme tarafindan
takip edildigini tespit edilmistir. Sonu¢ olarak farelerde ¢esitli organlarda GSH
konjugasyon sisteminin uyarilma esiginin BHT i¢in 100 mg/kg denk yada daha yiiksek
oldugu, BHT'nin kronik uygulanmasinin elde edilen sonuglar1 degistiremedigi, artan
hepatik GSH seviyesinin, GSH'nin bastaki azalmasinin etkisi olarak sentezinin aktive

edilmesinin sonucunda meydana gelebilecegi belirtilmistir (Jaeschke ve Wendel, 1986).

Bagka bir calismada, bes gun boyunca 1000 mg/kg BHT verilmesinin erkek
farelerde, karacigerde GSH seviyesini % 50-100 oraninda arttirdigi, bununla birlikte

GST enzim aktivitesini etkilemedigi tespit edilmistir (Jaeschke ve Wendel, 1985).

Sunulan g¢aligmada, kontrol ve deneme gruplarinda (1., Il., 1. ve [V.Grup)
sirastyla GSH (uM) seviyesi, 4.43 £ 0.04,4.27 £0.03, 1.72 £ 0.06, 1.01 £ 0.05, 0.45
+0.01, GPx (nmol/min/ml) enzim aktivitesi, 210.00 + 3.40, 202.71 + 1.86, 193.85 +
2.14,159.28 +1.12, 81.57 + 2.47, GST (nmol/min/ml) enzim aktivitesi, 289.85 + 2.63
, 273.71 £ 6.78 , 260.85 = 6.13, 197.57 + 4.05, 143.00 £ 6.06 ve GR (nmol/min/ml)
enzim aktivitesi, 198.00 £ 1.91, 190.42 + 2.51,178.14 + 1.95, 173.14 £+ 1.69, 130.71 +
1.92 olarak tespit edildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, BHT nin farkli dozlarinin uygulandig I1.,
I1l. ve IV. Gruplarda karaciger dokusu GSH seviyesinin ve GPx, GST, GR enzim
aktivitelerinin istatistik agisindan 6nem gosterecek sekilde azaldigi (p<0.001), I. Grup
ile kontrol grubu arasinda bakilan parametreler acisindan fark olmadigi tespit edildi
(p>0.05). Deneme gruplart kendi arasinda Kkarsilastirildiginda, BHT’nin verilen
dozlarinin artmasina paralelel olarak, karaciger dokusu GSH seviyesinin ve GPx, GST,
GR enzim aktivitelerinin azaldigi, bu azalmanin GSH seviyesi agisindan I., I1., I1l. ve
IV.Gruplar arasinda istatistik olarak 6nemli oldugu (p<0.001), GPx, GST enzim
aktiviteleri agisindan I. ve Il. Gruplar ile Ill. ve IV.Gruplar arasinda istatistik olarak
onemli oldugu (p<0.001), |I. ve Il. Gruplar arasinda 6nem olmadig1 (p>0.05), GR
enzim aktivitesi agisindan Il. ve 11l Gruplar ile I. ve IV.Gruplar arasinda istatistik olarak
onemli oldugu (p<0.001), II. ve Il Gruplar arasinda 6nem gostermedigi belirlendi
(p>0.05).
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BHT'in yiiksek dozlarinin ratlarda hemorajik yikim ve karaciger hasarsina
neden oldugu bildirilmistir (Nakagawa ve ark., 1981). Ip ve Ko, (1996) farelerde BHT

kullaniminin hepatoseliiler hasar olusturdugunu belitmislerdir.

BHT'nin 0.5 ve 1,0 mg/kg akut dozlarmin ratlarda bazi bobrek ve hepatik hasara
neden oldugu belirtilmistir (Lanigan ve Yamarik, 2002).

BHT (4000 ppm) uygulanmasimin 10. giininde karacigerde hepatik hidropik
dejenarasyon goriilmeye baslandigi, tedavinin 40. gliniine kadar ayn1 siddette kaldigi,
BHT uygulanmasinin 10 giin sonra kesilip, normal kontrol diyetine gecilmesiyle
hidropik dejenarasyon belirtilerinin azaldigi, 30. giinde tamamen yok oldugu tespit
edilmistir (Klein ve ark., 2003).

El-Anany ve Ali. (2013), alt1 hafta 200 ppm BHT uyguladiklar1 si¢anlarin
karaciger dokusunda vakuoler dejenerasyon ve bulanik siskinlikleri igine alan
hepatoseliiler dejeneresyon ile karekterize, belirgin patolojik degisikliklerin olustugunu

bildirmislerdir.

BHT'nin 28 gun boyunca 0, 25, 250 veya 500 mg /kg/giin kullanilan
caligmada, yiiksek dozlarda karacigerde ilerleyen periportal hepatosit nekrozis ve doza
bagl olarak hepatomegali olustugu, 4 giin boyunca 1000-1250 mg/kg kulllanilmasi ile
48 saat iginde sentriyolobiler nekrozis meydana geldigi, 25 mg/kg BHT uygulanmasi

ile karaciger hasarmin olugsmadigi belirtilmistir (Powell ve ark.,1986).

Bir baska arastirma tarafindan, BHT ile beslemenin herhangi bir histolojik

degisiklik meydana getirmeksizin karacigerde genel bir hiperplaziye neden oldugu

bildirilmistir (Jang ve ark., 1999).

BHT'nin doz ve tedavi siiresine bagli olarak karacigerde sentrilobuler veya
periportal hlcreler zarar verme yetenegine sahip olmasina ragmen, 500 mg/kg oral doz
kullannmmin  karacigerde nekroza neden olmadigi tespit edilmistir (Powell ve
Connolly, 1991).
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Lin ve ark. (2007), ise ¢alismalarinda, kontrol grup ile karsilastirdiklarinda,
BHT (1000 mg/kg) uygulanan ratlarin karaciger dokusunda histopatolojik olarak
herhangi bir degisikligin olmadigin1 tespit etmislerdir.

Sunulan calismada karacigerin makroskobik incelemesinde, kontrol grup ile
karsilastirildiginda 250-500 mg/kg BHT uygulanan ratlarin karacigerinin normal
anatomik renk ve yapida oldugu, 1000-1500 mg/kg BHT wuygulanan ratlarin

karacigerinde sarimtirak nekrotik odaklarin olustugu tespit edildi.

Karaciger dokusunun Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyanip, histopatolojik olarak
mikroskobik incelenmesinde, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda I. Grubun karaciger
dokusunun normal histopatolojik yapida oldugu tesbit edilirken, Il. Grupta hepatik
konjesyon ve sentral bélgedeki hepatositlerde hafif dejenerasyon, I11. Grupta konjesyon,
oOzellikle sentral bolgede bulunan hepatositlerde de dejenerasyon, ¢ok sayida nekrotik
alan ve hemorajik odaklar, 1V. Grupta sentral bolgede ¢ok siddetli nekrotik, hemorajik
alanlar, bu nekrotik odaklarin etrafinda ve portal bdlgede lenfoplazmositer hiicre

infiltrasyonu tesbit edildi.

Sonug olarak, serum ve karaciger dokusu bakilan biyokimyasal parametreler
acisindan degerlendirildiginde, BHT'nin artan dozuna bagh olarak detoksifikasyonu
sonucu olusan ara metabolitlerinin oksidatif stresi artirarak GSH seviyesini ve GSH
metabolizmast ile iligkili enzimlerin aktivitelerini azalttigt ve bunun karaciger

dokusunda histopatolojik degisikliklere neden oldugu sdylenebilir.

39



OZET

Mean S, Butillenmis hidroksi toluen (BHT)’nin karaciger dokusu glutatyon metabolizmas: ile
iligkili enzimler iizerine etkileri. Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya
Anabilim Dah, Yiiksek Lisans Tezi, Van 2015. Bu ¢alisma, farkli doz butillenmis hidroksi toluen
(BHT)’ nin rat karaciger dokusunda glutatyon seviyesi ve glutatyon ile iliskili enzim aktiviteleri lizerine
etkilerini tespit etmek amaciyla planlandi. 250-300 g agirhiginda 47 adet disi Wistar albino rat bes gruba
ayrildi. Kontrol (n=7, K), I. Grup ( n=10, 250 mg/kg BHT), II. Grup ( n=10, 500 mg/kg BHT), III. Grup
(n=10, 1000 mg/kg BHT) ve IV. Grup (n=10, 1500 mg/kg BHT). BHT, I. ve Il. Grupdaki ratlara 28 giin,
Il. ve IV. Gruptaki ratlara son 4 giin oral olarak uygulandi. Serum 6rneklerinde ALT, AST ve LDH
enzim aktiviteleri otoanalizrde, karaciger dokusunda GSH seviyesi ve GPx, GST, GR enzim aktiviteleri
ELISA da ticari kit kullanilarak 6l¢iildii. Kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman, serum 6rneklerinde 111.
ve IV. Gruplarda (sirastyla p<0.05, p<0.001) ALT enzim aktivitesinin, IV. Grupta (p<0.05) AST ve LDH
enzim aktivitelerinin istatistik olarak énem gosterecek diizeyde arttigi, karaciger dokusunda I1. 111. ve IV.
Gruplarda GSH duzeyinin, GPx, GST ve GR enzim aktivitelerinin istatistik olarak ¢nem gdsterecek
(p<0.001) sekilde diistiigii tespit edildi. Ayrica bu disiisiin deneme gruplari arasinda da anlamli oldugu
belirlendi (p<0.001). Mikroskobik incelemeler sonucunda, doz ve siiresine bagl olarak BHT
uygulamasiin II. III. IV. Grup rat karaciger dokusunda histopatolojik degisiklikler olusturdugu géruldi.
Bu ¢alisma BHT'nin etkisi sonucu karaciger dokusu glutatyon seviyesi ve gutatyon ile iligkili enzim
aktivitelerindeki azalmalarin karaciger hasarina neden olabilecegini gostermektedir.

Anahtar sozcuikler: Butillenmis hidroksi toluen, Glutatyon, Karaciger, Metabolizma
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SUMMARY

Mean S, The effects of butylated hydroxy toluene (BHT) on enzymes associated with liver tissue
glutathione metabolism. YuzuncuYil University, Institute of Health Sciences, Department of
Biochemistry, MSc Thesis, Van, 2015. This study was planned in order to determine the effects of
butylated hydroxy toluene (BHT) at different doses on of the enzyme activities associated with
glutathione metabolism and glutathione level in rat liver tissue. 47 female Wistar albino rats weighing
250-300 g were divided into five groups including Control (n=7, K), Group | (n=10, 250 mg/kg BHT),
Group Il (n=10, 500 mg/kg BHT), Group 111 (n=10, 1000 mg/kg BHT) and Group 1V (n=10, 1500 mg/kg
BHT). BHT was applied orally to the rats in Group | and Il for 28 days and in the last 4 days in Group 111
and IV. ALT, AST and LDH enzyme activities in serum samples by autoanalyser, GSH levels and GPx,
GST, GR enzyme activities in liver tissue by ELISA were measured using with commercial Kit. It was
found that when compared with the control group, in serum samples increased at a statistically
significant rate ALT enzyme activities in Groups Ill. and 1V. (p<0.05, p<0.001, respectively), and AST
and LDH enzyme activities in Group IV. (p<0.05), in the liver tissue decreased at a statistically
significant rate GSH level, GPx, GST and GR enzyme activities in Groups I, Il and IV (p<0.001). Also
it was determined that this decline was significant among experiment groups (p<0.001). As a result of
microscopic examination, it was found that BHT application depending on the dose and its duration
created histopathological changes in rat liver tissue in Groups Il., I1l. and IV. The results of this study
indicate that the decrease in enzyme activities related to glutathione metabolism and glutathione level as a
result of BHT effect can cause liver damage.

Keywords: Butylated hydroxy toluene, Glutathione, Liver, Metabolism
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