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BEYAZ KAS HASTALIKLI KUZULARIN KALP, ISKELET KASI ve
KARACIGERLERINDE REDUKTE GLUTATYON ve MALONDIALDEHIT
DUZEYLERI ile KATALAZ ENZIM AKTIVITESI

Ebru BEYTUT* Mine ERISIR** Mesut AKSAKAL*#%*

Gelig Tarihi : 01.11.2000

Ozet: Bu calismada Beyaz Kas Hastalikh (White Muscle Disease-WMD) kuzularin kalp ve iskelet kaslari ile
karacigerlerinde lipid peroksidasyon (LPO) ve rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri ile katalaz (CAT: EC. 1.11.1.6) enzim
aktivitesinin belirlenmesi amaclandi. Calismada 15 hastalikli ve 15 saghkli Morkaraman kuzu kullanildi. Hastalikhi
kuzularin kalp ve iskelet kaslarinda GSH diizeylerinde énemli (p<0.001) derecede diisme goriildii. WMD'li kuzularin
kalp kaslarinda CAT enzim aktivitelerindeki diisiis anlamli (p<0.01) iken, iskelet kaslarinda oldukga 6nemli (p<0.001)
tespit edildi. Ancak, karacigerlerde anlamli bir diigiis belirlenmedi (p>0.05). Lipid peroksidasyon diizeyleri ise, hastalikh
kuzularin kalp ve iskelet kaslarinda sirasiyla dnemli (p<0.01, p<0.001) diizeyde artarken, karacierdeki artig anlamh
bulunmad (p>0.05).
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Reduced Glutathione and Malondialdehyde Levels with Catalase Enzyme Activity in the
Heart, Skeletal Muscle and Liver of Lambs with White Muscle Disease

Summary: The aim of this study was to determine lipid peroxidation (LPO) and reduced glutathione (GSH) levels and
the activity of catalase enzyme (CAT: EC, 1.11.1.6) in the heart, skeletal muscles and liver of lambs with White Muscle
Discase (WMD). Fifeteen lambs with WMD and 15 healthy Morkaraman lambs were the subject of this study. Reduced
glutathione levels in the heart and skeletal muscles were significantly (p<0.001) reduced in affected lambs with the
disease. The reduction in CAT enzyme activity was highly significant (p<0.001) in the skeletal muscles of affected lambs
and significant (p<0.01) in the heart muscles. However. the reduction in the same parameters was not significant
(p>0.03) in the liver. Lipid peroxidation levels in the heart and skeletal muscles of affected lambs were significantly
(p<0.01. p<0.001) increased although the increase in the liver was not significant (p>0.05).
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GIRIS

Beyaz Kas Hastaligi (White Muscle Disease-
WMD) Diinya'nin bir ¢ok iilkesinde onemli
ekonomik kayiplara neden olan, kalp ve iskelet
kaslarinda hiyalin dejenerasyonu ile karakterize
nutrisyonel bir hastaliktir!-3. Beyaz Kas Has-
taligi, iilkemiz koyun yetistiriciligi icin de ciddi
bir sorun olugturmakta, 6zellikle Orta, Dogu ve
Giineydogu Anadolu bolgelerinde yogun-
lagmaktadir 4.5,

Beyaz Kas Hastaliginin etiyolojisinde en 6-
nemli etken E vitamini ve/veya selenyum (Se)
noksanh@i olup, bunlarin antioksidatif etkilerin-
deki yetersizlige bagh olarak olusan serbest ra-

dikaller hastaligin patogenezisinde onemli rol
oynamaktadirlar6.7.

Serbest radikaller, hiicre membranlarindaki
doymanus yag asitleri, enzimler, niikleik asitler
ve polisakkaritler iizerinde toksik etkiler ya-
parak oksidatif hasarlara neden olmaktadirlar 8-
12, Organizma serbest radikallerin neden ol-
dugu bu oksidatif hasarlarin olusumunu en-
gellemek icin degisik koruma sistemlerine sa-
hiptir. Reaktif ortamlarin yok edilmesi veya
baslangicta engellenmesi igin, gerekli olan ko-
ruma sistemlerinden biri antioksidan koruma
sistemidir. Bu antioksidan koruma sistemi
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siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon pe-
roksidaz (GSH-Px). glutatyon rediiktaz (GR) ve
katalaz (CAT) enzimleri ile glutatyon (GSH),

iirik asit, E ve C vitaminlerinden olugmaktadir
8.10.13.14

Onemli bir antioksidan olan GSH, serbest ra-
dikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidatif hasara kargi korumaktadir 15,
Peroksitlerin veya oksitlenmig siilfidril grup-
Jarinin indirgenmesi ile oksijen ihtiyacmin art-
mast ve olugan oksidatif stres sonucu GSH kon-
santrasyonunun karaciger ve diger organlarda
azaldigi bazi calismalarda!617 ortaya konul-
mustur.

Tiirkiye koyun yetistiriciliginde onemli bir
paya sahip olan Kars ili ve gevresinde Beyaz
Kas Hastalig1 kuzularda dliimlere neden olmak-
tadir. Hastahgn klinik tamsinda bazi kas ve ka-
raciger enzimlerinin dneminin bilinmesine rag-
men. GSH ve MDA diizeyleri ile CAT enzim
“aktivitesinin yeterince arastinlmadigi yapilan li-
teratiir incelemelerinde dikkati cekmigtir. Bu ne-
denle yapilan g¢aligma ile, Beyaz Kas Hastalikls
ve saghkh kuzulara ait kalp. iskelet kaslari ve
karaciger dokularinda anilan parametrelerin be-
lirlenmesi ve karsilagtirimast amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢aligmanin materyalini, 1998-2000 yillart
nisan ve mayis aylarni arasinda Kafkas
Universitesi  Veteriner  Fakiiltesi'ne  teshis
amaciyla getirilen ve Patoloji Anabilim dalinda
yaptlan makroskobik ~ve mikroskobik  mu-
ayeneler sonucunda WMD teshisi konulan. 1-3
ayhk 15 adet hastalikh kuzu ile aym yaglarda
klinik olarak saghkli 15 adet Morkaraman kuzu
olusturdu.

Kuzularn, kalp (sag ventrikiil) ve iskelet kas-
lart (gluteal kaslar) ile karacigerlerinden ler g
tartilarak % 0.9'luk NaCl soliisyonu (serum
fizyolojik) ile yikanip filtre kagidi ile kurutul-
duktan sonra analizler yapilincaya kadar (2 ay)
- 20 °C'de difrizde saklandi. Doku 6rnekleri, buz
icerisinde havadaki oksijenin orneklerdeki ra
dikal miktarin1 arttirmasini dnlemek igin bir
antioksidan  olan Butylated Hydroxytoluene
(BHT) ilave edilerek metotlardal821 belirtil-
digi sekilde ve Potter-Elvenjem cam-cam
homojenizatorii ile homojenize edildi. Ho-
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mojenatlar 10 000 g'de 15 dk. sogutmali sant-
rifijde (Sorvall RC 5B Refrigerated Su-
perspeed Centrifuge) santrifiij iglemine tabii tu-
tularak elde edilen siipernatantlar CAT enzimi,
GSH, LPO diizeyleri ve doku proteini tayininde
kullanildi. Bununla birlikte CAT enzim aktivi-
tesindeki azalmay1 dnlemek i¢in dokular % I'
lik Triton-X 100 ile homojenize edildi. Daha
sonra dokularin rediikte GSH diizeyleri Ell-
man's reagent kullanilarak spektro-fotometrik
olarak 412 nm'de belirlendi!®. Dokularin CAT
(EC. 1.11.1.6) enzim aktivitesinin tayini igin
de. oda 1sisinda (20 °C) H>O»'nin enzimatik de-
kompozisyonuna bagh olarak 240 nm'deki op-
tik dansitesine dayanan Aebi!9'nin tammladigi
yontem kullamldi. Enzim aktivitesi k/mg prot.
olarak belirtildi. Dokularda protein tayini ise
Lowry ve ark?"min tanimladigi metoda gore
yapildi.

Serbest radikal aktivitesinin ve lipid pe-
roksidasyonun bir gostergesi olarak en yaygin
uygulanan metot Tiobarbiturik asit (TBA) me-
todudur. Bu metod LPO'nun aldehit
iirtinlerinden biri olan Malondialdehit (MDA)
ile TBA'min reaksiyonu temeline dayanir. Do-
kularda LPO tayini (MDA) Placer ve ark.2I'nin
tammladif yonteme gore spektrofotometrik
olarak 532 nm'de belirlendi. Standart olarak
1,1,3,3 tetra-ethoxypropane c¢ozeltisi kulla-
mildi. Dokulardaki degerler nmol/g olarak ifade
edildi.

Hasta kuzularin kalp, iskelet kasi ve ka-
racigerlerindeki CAT enzim aktiviteleri ile
MDA ve GSH diizeylerinin saghklilara gore
farkli olup olmadigini saptamak igin SPSS (ver-
sion 6.0, 1993) istatistik programi kapsaminda
"t-testi" kullanildi. Sonuglar ortalama £ stan-
dart sapma olarak belirtildi ve p<0.05 is-
tatistiksel farklihg gosterdi.

BULGULAR

Hastalikli ve saglikli kuzularin kalp ve is-
kelet kaslan ile karacigerlerinin GSH ve MDA
diizeyleri ile CAT enzim aktiviteleri ve is-
tatistiksel onemlilikleri Tablo'da verilmistir.

Tablo'da da goriildiigi gibi, Beyaz Kas Has-
talikli kuzulanin kalp ve iskelet kaslarinda
GSH diizeyleri saglikh olanlara kiyasla Gnemli
(p<0.001) derecede diisiik tespit edildi. Has-
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Tablo 1. Beyaz kas hastalikli ve saghkl kuzularin doku GSH ve MDA diizeyleri ile CAT enzim aktiviteleri.
Table 1. GSH and MDA levels and the activities of CAT enzyme in the tissues of lambs with WMD and

healthy.

Dokular Gruplar GSH (nmol/g prot.) CAT (k/mg prot.) MDA (nmol/g prot.)
n=15 X +SD X +£SD X £SD

Kalp Kontrol 1.11£0.45 14.72+1.03 9.56x1.39
WMD 0.80+0.02b 13.81£0.612 14.1240.62a

Iskelet kas Kontrol 1.95+0.09 93.61+6.33 2.43+0.38
WMD 0.99+0.03b 54.03+8.54b 4.51£0.20b

Karaciger Kontrol 0.52+0.02 656.05£63.17 10.64+1.06
WMD 0.45+0.03 10.75+£1.90

646.88+45.11

a p<0.01. b p<0.001

talikh kuzularin kalp kaslarinda CAT enzim ak-
tivitesindeki diigtis onemli (p<0.01) iken, iskelet
kaslarinda olduk¢a 6nemli (p<0.001) diizeyde
belirlendi. Hastalikli kuzularin kalp kaslarinda
LPO (MDA) diizeyindeki artis 6nemli (p<0.01)
iken. iskelet kaslarinda ¢ok onemli (p<0.001)
olarak saptandi. Karacigerde ise bu parametreler
istatistiksel olarak 6énemli bulunmadi (p>0.05).

TARTISMA ve SONUC

Serbest radikallerin kas hastaliklarinin pa-
togenezisinde rol oynadiklari ifade edilmektedir
I5. Bu nedenle Beyaz Kas Hastaliginda, E vi-
tamini ve Se gibi antioksidanlarin yetersizligine
bagh olarak LPO ve dolayisiyla dokularda
MDA  konsantrasyonlarinda  artig  bek-
lenmektedir?-11.22.23, Zira yapilan bir calismada
7, muskiiler distrofili bireylerin hem kaslarinda
hem de kanlarinda LPO'nun oldukga yiiksek ol-
dugu tespit edilmigtir. Fry ve ark.22da E vi-
tamininden yoksun diyetle beslenen koyunlarda
antioksidatif etkinin eksikligine bagh olarak
olusan oksidatif stresin, iskelet kaslarinda MDA
diizeyini arttirdi@ini bildirmiglerdir. Atroshi ve
ark.23 E vitamini ve Se'dan yoksun diyetle bes-
lenen ratlarda T-2 toksik maddesi ve vomitoxin
ile toksikasyon olugturulduktan sonra parankim
dokularda Thio-barbituric acid-reactive subs-
tances (TBARS) degerinin belirgin bir sekilde
artt@imi rapor etmiglerdir. Benzer bicimde arag-
trmamizda da Beyaz Kas Hastalikhi kuzularin
kalp ve iskelet kaslar ile karacigerlerindeki
MDA diizeylerinin sirasiyla 14.1240.62,

4.51+0.20, 10.75£1.90 ve saglikli kuzularda ise
9.56+1.39, 2.43+0.38, 10.64+ 1.06 olarak sap-
tanmasi, hastaligin kalp ve iskelet kaslarinda
MDA diizeylerinde artisga neden oldugunu
gostermistir. Bu bulgularin bu yondeki bildi-
rimler7-22.23 ile uyum i¢inde oldugu gé-
riilmiistiir.  Karacigerlerde LPO diizeylerinde
artis olmayisi, hastaligin bu dokuda oksidatif
hasar sekillendirecek kadar reaktif oksijen
tiirlerini agitga ¢ikarmadig1 goriistinii akla ge-
tirmektedir.

Selenyum icerigi yetersiz yemlerle beslenen
kuzularin iskelet kaslarinda siilfidril ve GSH
diizeylerinin belirlenmesi ile ilgili yapilan bir
caligmada?4 kaslarda GSH diizeylerinde azalma
rapor edilmistir. Bir bagka arastirmada ise, E
vitamini ve Se icerigi yetersiz yemlerle bes-
lenen ratlarda T-2 toksik maddesi ve vomitoxin
ile toksikasyon olusturulduktan sonra, beyin ve
dalakta GSH diizeylerinde belirgin bir azalma
bildirilmistir?5. Yine E vitamini ve Se eksikligi
ile birlikte seyreden Mulberry kalp hastaligi,
domuzlarda deneysel olarak olusturulduktan
sonra kalp ve iskelet kaslarinda GSH
diizeylerine bakilmig ve Ozellikle iskelet kas-
larinda GSH diizeylerinde belirgin bir azalma
tespit edilmistir26. Bunlara paralel olarak
calismamizda da Beyaz Kas Hastalikhh ku-
zularin kalp ve iskelet kaslar ile karaci-
gerlerinde GSH diizeyleri sirasiyla 0.80+0.02,
0.99+0.03, 0.49£0.03 ve saglikhlarda ise aym
siraya gore 1.11£0.45, 1.95+0.09, 0.5240.02
olarak tespit edilmistir. Iskelet ve kalp kasi do-
kularinda belirgin olan bu diistisiin, bazi ya-
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zarlarin24-26 da bildirdikleri iizere, Se ve E vi-
tamini eksikligi sonucu olugan siiperoksid ve
hidroksil radikallerinin yikic1 etkilerine karsi
hiicreleri korumak amaciyla sekillenen GSH'nin
reaksiyona girmesine bagh olarak olusabilecegi
kanaatine varilmistir. Karacigerde ise, LPO ile
iligkili bir antioksidan ajan olan GSH diizeyinde
6nemli bir diisiis olmamasi, ortamda LPO
olugmasina neden olacak diizeyde oksidadif do-
ku hasarinin olugsmadig: fikrini akla getirmek-
tedir.

Katalaz, serbest radikallerin birikmesini ve
LPO'nun baglamasini onleyen onemli bir en-
zimdir. Bu enzim mevcut serbest radikalleri da-
ha az zararh molekiillere doniistiirmekte, ya da
serbest  radikallerin  diger  molekiillerden
tesekkiiliinii onleyerek etkisini gostermektedir
1.4, E vitamini ve Se icerigi yetersiz diyetle
beslenen ratlarda T-2 toksini ve vomitoxin ile
toksikasyon olusturulan bir calismadaZ? ka-
racigerde CAT enzim aktivitesinde dnemli bir
azalma bildirilmistir. Aragtirmamizda da Beyaz
Kas Hastahikli kuzularin kalp ve iskelet kaslari
ile karacigerlerinde CAT enzim aktiviteleri
sirasiyla  13.81£0.61, 54.0318.54. 646.88x
45.11 iken, saglikh kuzularda 14.72+1.03,
03.6146.33 ve 656.05+63.17 olarak sap-
tanmigtir. Hastalikli kuzulara ait kalp ve iskelet
kaslarinda CAT enzim aktivitesindeki diistis,
hastahk esnasinda olusan reaktif oksijen
tiirlerini durdurmak ya da yok etmek igin, bir
antioksidan enzim olan CAT'in reaksiyona gir-
mesi ile izah edilebilir23. Karacigerde ise, CAT
enzim aktivitesinde onemli bir degisikligin
gdzlenmemesi, LPO ile sonuglanan oksidatif do-
ku hasarinin sekillenmemesine yorumlanabilir.

Bu ¢aligmada, elde edilen verilere dayanila-
rak, Beyaz Kas Hastaligi'min ozellikle kalp ve
iskelet kaslarinda E vitamini ve Se eksikligine
bagl olarak LPO'nu (MDA) arttirdigr ve bunun
da bu dokularda GSH diizeyleri ile CAT enzim
aktivitelerinde diigiise neden oldugu kanaatine
varimigtir.
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