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Özet:Çalışmada 41 adet yaklaşık 2.5 aylık erkek Wistar ratı (Rattus rattus norvegicus) kullanıldı.

Hayvanlar rat yetiştirme yemi (n=7, kontrol), jelatin içeren (n=17) ve protein içermeyen (n=17) yemlerle

35 gün beslendiler. Deney sonunda hayvanlar ötenazi edilerek yaklaşık 1 g kadar iskelet kası örneği alındı

ve gram kas dokusu için malondialdehit (MDA) düzeyleri belirlendi. Jelatinle beslenen grupta iskelet kası

MDA değerleri kontrol grubu ve N-free diyetle beslenen hayvanlarınkinden daha düşüktü. Ancak gruplar

arasında fark istatistiksel olarak onaylanmadı. Bu durumun organizmanın ileri düzeydeki protein

yetmezliklerine gösterdiği metabolik uyuma bağlı olduğu düşünülmektedir.

Anahtar Sözcükler: Wistar ratı, protein malnutrisyonu, iskelet kası, antioksidan, malondialdehit.

Summary: In this study 41 male Wistar rats (Rattus rattus norvegicus) were used. Animals were

divided into three groups and were fed eather with a rat chow diet (n=7, controlgroup) or with a

semisynthetic diet containing %20 gelatine as protein source (n=17, gelatin group) and no protein (n=17,

N-free group). At the end of experiment animals were euthanized, approximately 1 g skeletal muscle

samples were taken and MDA levels per gram of muscle tissue were determined. Tissue MDA levels of

the rats fed gelatin-containing diet were lower than the controls and animals fed with N-free diet.

However, the differences in mean MDA levels among groups were not confirmed statisticcaly. It was
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concluded that this may be the result of metabolic adaptation processes of organismus to severely protein

malnutrition conditions.

Key Words: Wistar rats, protein malnutrition, sceletal muscle, antioxyidant, malondialdehyde.

Giriş

Vücut proteinlerinin önemli bir bölümünü iskelet kası proteinleri oluşturur ve

iskelet kası beslenme yetersizliklerinden en çok etkilenen dokular arasında yer alır.

Protein ve amino asit yetmezliklerinin en önemli sonuçlarından biri vücut proteinlerinin,

özellikle iskelet kası proteinlerinin net kaybıdır [1,2] Yaşlanma ve alkolizm iskelet

kasını etkileyen diğer önemli faktörlerdendir [3,4]. Diyeter protein yetersizliklerinde

plazma serbest amino asit konsantrasyonları ile üre, kreatin ve ürik asit gibi

metabolitlerin konsantrasyonları önemli ölçüde azalmaktadır [5-7]. Amino asitler

antioksidan enzimleri de içeren proteinlerin yapı taşıdırlar. Bazı amino asitler (ör.

arjinin, glisin, sitrulin, taurin ve histidin), küçük peptidler (GSH ve karnozin) ve azot

içeren metabolitler (ürik asit ve kreatin) direkt olarak oksijen içermeyen radikalleri

temizlerler. Kantitatif protein yetersizliklerinde tüm amino asitler diyeter protein

kısıtlaması oranına bağlı olarak azalırken, kalitatif protein yetersizlikleri belirli bazı

amino asit yetersizlikleri ile karakterizedirler. Bir başka deyişle, kalitatif protein

yetersizlikleri amino asit imbalansı oluşturmaktadırlar.

Diyeter protein veya kalori kısıtlamalarının antioksidan enzimlerin sentezini,

doku antioksidan düzeylerini ve bazı antioksidan savunma sistemlerini modifiye ettiği

bilinmektedir [8-13]. Diyet protein düzeylerinin hücre glutation konsantrasyonunu

etkilediği rapor edilmiştir [14,15]. Ratlarda %3 kazein içeren diyetle besleme akciğer

süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde azalmaya neden olmuştur [14].  Benzer şekilde

Peuchant ve ark. [16], kronik renal yetmezliği olan insanlarda esansiyel amino asitler ve

vitamin A, C ve E ile desteklenmiş çok düşük oranda bitkisel protein içeren diyetle 6 ay

beslemenin eritrositlerin serbest ve toplam MDA düzeylerinde azalmaya neden

olduğunu bildirmişlerdir. Doku antioksidan düzeyleri azaldığında bireyler serbest

radikallerin neden olduğu doku yıkımına oldukça duyarlı hale gelirler.

Protein malnütrisyonları insan ve hayvanlarda oldukça yaygın görülen bir

problem olmasına karşın, kalitatif ve kantitatif malnütrisyonun antioksidan savunma

sistemi üzerine etkileri konusunda ayrıntılı bilgiler bulunmamaktadır. Bu çalışma ile
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deneysel oluşturulan ileri düzeydeki kalitatif ve kantitatif protein yetersizliklerinin

Wistar ratlarının iskelet kası MDA düzeylerine etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.

Materyal ve Yöntem

Çalışmada 41 adet yaklaşık 2.5 aylık erkek Wistar ratı (Rattus rattus norvegicus)

kullanıldı. Hayvanlar yetiştirme sürecinde %23 ham protein içeren ticari bir yetiştirme

yemi ile ad libitum beslendiler (Best Yem, Gebze). Yetiştirme ortamı %45-70 neme

sahipti ve ışıklandırma gün ışığı ile yapıldı. Deney süresince hayvanlar semi-klimatize

bir deney odasında bireysel kafeslerde tutuldular. Deney odası 28 ± 1 ºC sıcaklık, 12/12

saat ışık/karanlık ve %50-70 nem koşullarına sahipti. Yem ve su ad libitum uygulandı

Hayvanlar üç gruba ayrıldı. Grup I (n=7) rat yetiştirme yemi ile, grup II (n=17)

pratik olarak protein içermediği kabul edilen (toplam azot içeriği <1 g/kg kuru madde)

ve grup III (n=17) protein taşıyıcısı olarak %20 jelatin içeren semisentetik yemlerle 35

gün süreyle beslendi [17,18] Deneyin 35. gününde saat 18:00’de hayvanların yemleri

uzaklaştırıldı ve ertesi gün saat 8:30-11:30 arasında hayvanlar ötenazi edilerek yaklaşık

1 gr iskelet kası örneği (M. biceps femoris, M. semitendinosus, M. semimebranosus ve

quadriceps) soğuk Tris-HCl tampon çözeltisine alındı (pH 7.4). Soğuk zincirde

laboratuara taşınan örnekler IKA-Ultraturrax homojenizatörde 5 dakika süreyle 15.000

devir/dk ve 4 ºC’de homojenize edildi. Homojenatta malondialdehit (MDA) düzeyleri

Yoshika ve arkadaşlarının metoduna göre saptandı [19]. Elde edilen sonuçlar gram doku

olarak hesaplandı. Sonuçların istatistiksel değerlendirmesinde Kruskal Wallis tek yön

varyans analizi kullanıldı ve değerler aritmetik ortalama ± 1 SD olarak verildi.

Bulgular

İskelet kası MDA değerleri Tablo 1’de özetlenmiştir.

Tablo 1. Wistar ratlarında iskelet kası ortalama MDA değerleri.

Gruplar N
MDA/g kas

_
[X ± SD]

Grup I (Kontrol) 7 11.61 ± 6.04

Grup II (N-free) 17 10.65 ± 8.15

Grup III (%20 Jelatin) 17 8.81 ± 4.52
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Tabloda da görüldüğü gibi gram doku bazında hesaplanmış olan ortalama MDA

değerleri %20 jelatin içeren diyetle beslenen grupta kontrol grubu ve protein içermeyen

diyetle beslenen gruplardakinden daha düşüktür. Ancak, gruplar arasındaki fark

istatistiksel olarak önemsiz bulunmuştur (p>0.05).

Tartışma

MDA lipid peroksidasyonunun önemli göstergelerinden biridir. Peuchant ve ark.

[16] protein oranı az diyetle beslenmenin eritrosit MDA düzeylerinde artışa neden

olduğunu rapor etmişlerdir. Yaşlılarda veya alkol bağımlılarında etanole bağlı kas

erimesi olaylarında da doku lipid peroksidasyonunun belirgin artışlar gösterdiği

bilinmektedir [20]. Golden ve Ramdath [21] kwashiorkorun patogenezisinde serbest

radikallerin işe katıldığını saptamışlardır. Araştırmacılar yaptıkları çalışmalarda diyette

protein, antioksidan mineral veya vitaminlerin oranının belirli bir düzeyin altına

düşmesi durumunda antioksidan savunmada bozulmalar olduğunu gözlemlemişlerdir.

Çalışmamızdan elde edilen bulgular, protein veya kalori kısıtlamasına bağlı

olarak lipid peroksidasyonu ve antioksidan savunma sistemlerinde azalmalar olduğunu

bildiren literatürle uyumlu değildir. Jelatinle beslenen grupta MDA düzeylerinde

görülen azalma eğilimi istatistiksel olarak onaylanmamıştır. Önceki çalışmalarda

genelde kantitatif protein malnütrisyonları (diyet protein oranı %3-14) veya protein-

kalori kısıtlamalarının antioksidan savunma sistemi üzerine etkileri incelenmiştir

[8,10,12,13,16]. Bu çalışmalarda değişik organ veya dokuların diyeter kısıtlamalara

bağlı olarak lipid peroksidasyonu ve antioksidan savunma düzeylerininde özgün, farklı

etkilenimlerin olabildiğidir. Bir başka deyişle etkiler organ ve enzim spesifik özellikler

taşımaktadır [8,9,10,22,23]. Ayrıca, klinik çalışmalarda kullanılan subjeler genellikle

protein malnütrisyonu yanında parazitozis, organ yetmezlikleri, enfeksiyonlar, mineral

ve vitamin yetmezlikleri ile genotip, yaş ve cinsiyet heterojenitesi gibi problemlere de

sahip olduklarından, elde edilen bilgiler her zaman sadece protein yetmezliğini

yansıtmayabilir.

Literatürde kalitatif ve kantitatif protein yetmezliklerinin antioksidan savunma

mekanizmaları üzerine etkileri konusunda karşılaştırmaya rastlanmamıştır. Bu

çalışmada teorik olarak protein içermeyen veya protein taşıyıcısı olarak jelatin içeren

diyet kullanılmıştır. Proteinsiz beslenmede organizma kısa sürede uyum mekanizmaları
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geliştirerek yaşamı sürdürmeye çalışır. Bu mekanizmalardan biri metabolizmanın bazal

düzeye indirilmesidir [24]. Bir başka deyişle organizma anabolik konuma geçer. Jelatin

hayvansal bir protein olmasına karşın bilinen proteinler içinde biyolojik değerliliği en

düşük olanıdır. Zira jelatinin toplam amino asit içeriğinin önemli bir bölümünü prolin

ve hidroksiprolin oluştururken, esansiyel amino asitlerden özellikle triptofan yok

denecek kadar az, treonin, metiyonin vb. gibi amino asitler ise çok düşük

konsantrasyonlarda bulunmaktadır. Bu nedenle protein taşıyıcısı olarak jelatin içeren

diyetle beslemenin proteinsiz beslenmeden daha olumsuz etkileri görülebilir [17]

Pamplona ve ark. [12] 4 aylık kalori restriksiyonunun ratlarda kalp mitokondriyal

proteinlerinin oksidatif strese bağlı yıkımını azalttığını saptamışlardır. MDA’nın

proteinleri modifiye ve okside edici etkileri bilinmektedir [25,26]. Çalışmada deney

gruplarının MDA düzeylerinde kontrol grubuna göre önemli farklılık ortaya çıkmamış

olması, organizmanın ileri düzeydeki protein yetersizliği koşullarına metabolik

adaptasyonunun bir sonucu olduğunu düşündürüyor. Bu konunun tam olarak

açıklanabilmesi için değişik hücre, doku ve organların ve çeşitli antioksidanların

inceleneceği başka çalışmalara gerek vardır.
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