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fnsan vicudunda demirden sonra en gok bulunan 1z element
cinkodur (23).Metabolik fonksiyonlarla iligkisi vofdun aragtirmalara
konu olmus ve 80' den fazla metalp-enzimin aktivitesi igin gerekli
olduu gdsterilmis (86) olan ginkonun, bilinen metalo-enzimlerden
bagimsiz fizyolojik gorevleri de oldufu diisunulmektedir (11).

Cinko eksikliginin en &nemli bulgularinden birisi demir te-
davisine direncli anemidir(1l). Ozellikle eritrosit frajilitesinin
cok artmis oldufju bu hastalarda in vitro olarak ortama ginko ilavesi
ile frajilitenin dizelmesi ginko ile eritrosit membrani arasindaki
vakin iliskiyi qgGstermektedir.

Cinkonun membraznin makromolekilleri ile iliskiye girerek
aliskanligaini etkiledigine ve dolayisiyla membran aracilifgi ile
olan hicre fonksionlarinin dizenlenmesinde (8,9,11) rol aldigina
inanzlir. Cinkonun biolojik membranlari stabilize ettifi ve gesitli
maddelere karsi gegirgenligini dedigtirtigi (13,23,70) bildirilmis-
tir.Membranin yapisal bir komponenti olan ginkonun eksiklifinde,memb-

Cinko eksikliginde eritraosit membran akiskanlifinda gidzlenen
cegigikliklere benzer bozukluklar lipid metabolizmasi ile ilgili

patolojik hallerde ve Kkaracitier hastalirainin eritrositlerinde de

gdzlenmektedir(71-76). Ginke ile Lipid wetabolizmasinin yakin



iligkisi dikkate alindigjznda, cginkonun eritrosit membr an akrskan-—
liijina etkisinin mewbran lipidleri Uzerinden nlabilecelii disuni-
lebilir, ancak membran lipic kompozisyonuna cinkonun etkisini
gésteren herhangi bir galismaya literaturde rastlanmamistir.
Bilindigl gibi eritrosit membran akiskanligindaki bozulmaya fraji-
lite artis: eslik eder. Cinko eksikliginde frajilite artisy ile
kar akterize aneminin mevcudiyeti, ginkosuzlugun sehep oldufu memb-
ran akiskanlik bozuklufunun sonucu elabilirmi sorusu yvanit beklemek-
tedir.

Bu nedenle galigmamizda deneysel ginko eksiklifi olugturdu-
gumuz siganlarda eritrosit membran akigskanlifl Slcildi ve gizlenen
bozulmanin ginko tedavisine bafjli plarak dizelmesi ile de membran

akiskanlifina ginkonun etkili oldufu kanitlandi.
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GENEL GILGILER

A-Hicre Membrani

Hicrevyi gevreliyen membranin yapisi ve fonksiyonlarinm
agiklamak igin gesitli membran modelleri Onerilmigse de pbunlar
arasinda en gok taraptar bulan ve bugin de dnemini koruyan model
Singer ve Nicolson tarafindan dnerilen sivi mozaik membran mode-
lidir (91). Bu modele gfire hlicre membrani, gift katli lipid ta-
bakas1 ve bu lipid matriks iginde geligiglzel dizilmis globiler
proteinlerden meydana gelmistir.

Lipidlerin gofunluBiunu fosfolipidler olusturur. Fosfolipid
molekillerinin bag kismini olusturan fosfatlar peozitif olarak

yuklenmigtir (39). Suda g¢ézinebilen bu hidrofilik uglar membranin

digs ve stoplazmik yizeyine yodnelmiglerdir (29). Mplekilin kuyruk
kismi iki yad asidi zinciri igerir ve suda c¢dzinmez. Bu hidrofo-
bik uglar membranin sudan fakir olan i¢ kisminda toplanir (Se-
kil 1).

Prokaryotlarda membran lipidleri sadece fosfolipidlerden

meydana geldifji halde Bkaryotlarda hicre membranlari kolasterol

de igerir (16,39). Kolesterol muhtemelen her iki lipid tabakasi

arasinda dengeli bir sekilde dagilmistir (33).
Kolesterol ve fosfolipidler arasindaki etkilegme, membranin

ylizeyine yakin molekilleri hareketsizlige zorlar. Karsit olarak
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membr anin hidrofobik merkezine vakin molekillerin hareket &zglr-
likleri artar. Béylece Chapman'in isimlendirdigi gibi orta kisim.
da aklskan bir durum "an intermediate fluid state" olusur (91).
Singer membran proteinlerini integral ve periferal prote-
inler olarak iki gruba ayarmigtir (91). Integral proteinlerin

bazilar: membranin dis yilizevinden ig viizeyine kadar uzanmakta

digerleri ise sadece bir yizevde gériulmektedir (Sekil 1 }.

Sekil 1:Sivi Mozaik Membran Modeli.



Protein molekullerinin yiliksuz hidrofobik kisimlari membranin igi-
ne, yukli hidrofilik kisimlari dig ve ig ylzeyine gelecek sekilde
yer legmistir (39). Periferal proteinler membrana zayif bir sekilde
bafli olduklara halde integral proteinler membrana sikica bagli-
dir (91).

Membran proteinleri fonksiyonlarina gore bes gruba ayrila-

bilir (39):

l- Yapisal proteinler,

2- Iyonlarin aktif olarak tasinmasin:i saglayan proteinler,

3- Iyonlar igin pasif kanallari aolusturanlar,

4- Reseptdr olarak gbrev yapan proteinler ve

5~ Membran yiizeyinde reaksivanlar:i katalizleyen enzimler,

Biyolojik membranlarin protein yapisi ve enzim igerii huc-
reden hicreye farklilik gﬁsterir. Membranda bazi preteinler lateral
olarak hareket ederler., Bu hareketler gelisigiizel dedildir, muhte-
melen mikroflament veya mikrotiubiller ile kontrol edilirler (5,39).

Caligmamizda eritrosit membrani incelendifi igin eritrosit

membraninin yapisl ve Gzellikleri Uzerinde daha fazla durulmustur.
Insan eritrosit membrany % 52 protein, % 40 lipid ve % 8 karbohid-
rat igerir. Lipidlerin % 54'G fosfolipid, % 43'U kolesterol ve

% 3'U glikolipidlerden elusur (101). |

Eritrosit membraninin integral proteinlerinden glikofo-

Tin A ve komponpent a (band 3) ayrintilari ile bilinmektedir.
Glikoforin A eritrosit membraninin baslica glikoproteinidir ve % 40
protein, % 60 karbohidrat icerir (95). Membrani bitin kalinligina

kateder . Karboksi terminali membranin stoplazmik yizeyine, N-ter-
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minali dis yilzesine yodnelmistir. N-terminaline baglanan oligasak-
karit zincirleri A,B,M,N kan grubu antijenlerini ve membr an
sialik asidinin blUylk bir kismini igerir., Sialik asit membrana
negatif yuk kazandirir ve nislece eritrosit agliitinasyonunu onler
(26,181}.Komponent a total membran proteininin 1/4'uni olusturur.,
Anyonlar ve D-glukozun kolaslastirilmisg diffuzsonu igin kanal
olarak fonksiyon yaptifi indirekt kanitlarla gdsterilmigtir (17,
68).

Boriferal proteinlerden spektrin,iki dederli katyonlar
szellikle kalsiyum ile suda g¢Ozinmeyen fibrilli bir yapl clustu-
rur. Membran iskeletinin baglica proteinidir (67). Aktin ile bir-
likte afj drgusU seklinde eritrosit membraninin ig ylizayinde bu-
lunur. Bu a3 orgusi glikofarin A ve band 3 uroteinlerinin stop-
lazmik uglarina bagjlanir ve membrani stabilize eder {(95). Spok-
trin m@**ATD ile fosforile olur. Spektrin-aktin kompleksi
eritrosit seklinin korunmasinda dnemlidir (lﬂl).S?ektrin yapiLsi-
n1 bozan ajanliar eritrositlerin kuresel sekle dinmesine nadan
olur (51). Kalitsal sferositozis, elliptositozis ve orak hicreli
(sickle cell) gibi hemalitik anemilerde sjektrin-aktin komplek-
sinin fonksiyon ve yapisinin kusur 1y oldufju gosterilmistir (26) »

Fritrosit membranina bagli olan ve ATP kullanan enzimler:
fiunlar arasinda en dnemlileri adenil-siklaz, protein kinazlar

ve ATE ase'lardar (30). Protein kinazlar ATF ile membran protein-

:'lerihi_FDSFDrile eder (lﬁl).Foeforilasyon gl itrousitlerin deforme
-;blma'yeteneﬁini ve seklini etkiler (gg). Sickle cell anemide pro-

. tein kinaz aktivitesi azalaifi igin orak sekilli eritrosit, RES

'ébilléfierinde takilir ve pargalanir (71,101)'



Membran fosfolipidlerinin gofunlugunu lesitin,sfingomiyelin,
fosfatidiletanolamin ve fosfatidilserin tegkil eder. By fosfolipid
gruplari membranin iki yanina asimetrik clarak dafilmistir.

Bu asimetfinin fonksiyonel dnemi yeterince bilinmiyor (87).Fosfti-
diletanolamin ve fosfatidilserin daha gok ig lamelde, lesitin ve

sfingomiyelin dig lamelde yerlesmistir. Membran lipidlerinin kligik
bir bolumini olusturan glikolipidler ise dig lamelde yer alir (29,

39,101).

Fosfolipidlerdeki yag asitlerinin yaklasik olarak yarisi
doymug,difjer yarisi doymamistir (65)., Fosfatidiletanolamin ve
Fosfatidilser in daha gok doymamis yal asitlerini igerir. Lesitin
kisa zingcirli doymug yag asitlerinden, sfingomiyelin ise uzun zin-
cirli yaj asitlerinden zengindir (82,97). Membranin diger lipidi
olan kolesterol, membran akiskanlifinda anahtar role sahiptir (33,
74). Membran kolesterol igeriffinin artisi ve kolesterol/fosfolipid
oraninin (C/P) hiytimesi akigkanlifin azalmasina yol agcar (33,65,74).
$ﬁpﬁesiz ki membran akigkanlik dzelliginin tek belirleyicisi C/P
orany degildir. Akigkanlik, fosfolipid yay asidi zincirlerinin
uzdhluﬁu ve doymamig gif baiflarain sayisindan da etkilenmektedir (16,
97)QDGme$'ya§.asitlerinden zengin olan membranlarda akiskanlik
aiéidlﬁl.hélde'doymamlg yad asitleri daha gok olanlarda membran
akigkénli§1 érfﬁéktad1r(?6) Ayrica, membran sfingomiyelin ve
1981t1n duzeylerl de akiskamlifi etkilemektedir . Sfingomiyelin/le-
'f31t1n nranlnln ijUMESI halinde membran akigskanliga azalir (101),

f; B MEmbran Llpld Kompozisyonunuyn Korunmasi

'Dlazma llpoprotelnlerlndekl kelesterol ve fosfolipid hiicre-

llgklye glrer (47). Bu iliski, Kolesteraol ve fosfolipid sen-
erekll enzlmatlk sistemden yoksun olan eritrositler

gYO unden QDk Onemlldlr (27). Eritrosit membraninda bulunan serbest



kaolesterol ve fosfolipidler plazma lipoproteinlerindekil kargrlik-
lar1 ile defis-tokus edilir (50). Bu degigimin sonucu olarak, memb-
renin kolesterol, fosfolipid ve yaij asidi komponentleri, plazmadaki
lipid bitesimine benzemeye meyleder (25,27,47,52). Eritrosit memb-
ranina kolesterol girisi dislik dansiteli lipoprotsinde (LDL)
bulunan serbest kolesterolin yofunluguna baglidir ve aralar inda
dogru bir iliskinin bulundugu gosterilmistir (50). Lesitin-koleste-
rol aciltransferaz (LCAT) yuksek dansitell lipaprotein (HDL) ile
birlikte plazmadaki serbest kolesteroll esterlestirerek eritrosit
membranina kolesterol girisini azaltir ve bunun sonucu olarak
LCAT-HDL sistemi eritrosit memhranindan kolesterolli uzaklastirarak
nlazmadakl serbest kolesterolln eritrosit membraninda birikmesini
Gnlemis olur (47,6%,72,75),

Plazma lipoproteinlerindeki kompozisyon degisiklikleri
eritrosit membranina yansimaktadir ve membranin total fosfelipid
diizeyi genellikle defjismedigl halde kolesterol miktari artmakta-
dir (71,74,75,76). fu nedenle plazma kolesterol duzeyl ve kompa -
nentlerinde defisiklik yapan natolojik durumiardan eritrosit
membraninin dofrudan stkilenmesi tabii bir beklentidir, Nitekim
bunun dogrulugu klinikte plazma lioid kompozisyonuna etkili gegit-
1i hastaliklarda eritrosit membran bozuklugu ve ber aber inde hemo-

litik aneminin bulunusu ile gosterilmistir (71,72,74).

Kan lipidlerine etki eden faktdrler arasinda lipid metabaoliz~

mas: ile ilgili organlarin fonksiyonel bozuklugu, hormonlar,ilag-

lar ve diset yer alwaktadir ( 82, 98) .

Dar ankimal karaciger hastaliginda eritrosit membraninin

 kampozisyonu degigit (71). Bunun sonucu olarak eritrositlerin sekli

-
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bozulur . Yayma kan preparatlarinda "gpur®™ mahmuz ve "target" hedef

hucreler godridlirz (73-76). Spur hicrelerde fosfolipid bilegimi de-
‘gigmediil halde target hlcrelsrde lesitin dizeyl artmistir. Her

iki dur'umda da membranin kolesterol miktar:i ve C/P orani yiikseldigi
igin akiskanligi azdir (71,72,73,76). Kalitsal LCAT eksiklifinde de
eritrositler target hicre gekline donmistir (72)., Membranin koles-
terocl ve lesitin igeriginde artig vardir, Akl@kanl;k C/D oranindakil
yﬂkselmE/e bagly clarak azalmistir (34,104).Abetalipoproteinemia‘’da
eritrositler spur hicrevi andirir. Ancak membran kolesterolu normal
veya hafifge artmis oldufju halde lesitin miktarinda azalma, sfin-
gomiyelinde artis vardir. Membran akiskanlig: azalmistair (72,74,
75,101).

Diyet,plazma lipid bilesimini degistirdigd igin memhran
akigkanlifina delaylyl oclarak etkili bir bagka faktordur. Koleste-
roldan zengin diyvetle beslenen tavsan, kobay ve kidpeklerin, erit-
rosit membraninda C/P oranmin artisi ve akiskanliginin azaldiga
gBsterilmistir (28). Doymus yad asitleri oprani yiksek divetle bes-
lenen sicanlarda eritrosit membranindaki doymamlg yad asitleri
dizeyinin azaldifi bildirilmigtir (37). Obezlerde membran C/P
oraninin dedismedifini ileri sUren vayinlar dikkate alindifiinda
membran akiskanlityl diyetten etkilenmemektedir.

Ilaglarin membran akiskanlifina etkisi: Psikotrop ilaglar

(chloropromazine gibi), alkol, lokal anestetikler (prokain) memb-

ran akiskanlifin: azalttig: halde (40), insilin arttirici yonde
etki gisterir (18). Kipeklerde troid bezinin gikarilmasi halinde
eritrosit membraninda kolesterol artisina bafli olarak akiskanligin
azaldifji belirtilmistir (dD). Troid hormon eksikligi hiperkoleste-
rolemi yaparak (65) diyvet gibi dolayli olarak membran akiskanlifL-

na etki etmektediz.



C- Cinkonuyn fMembran Akiskanlifina Etkisi

Hicre membranina etki eden faktdrlerden birisinin de ginko
oldufu sayisiz galisma (11,12,13,21,23) ile gdsterilmistir. Gine
konun membrany stabilize edici etkigini,membran proteinlerinin
sulfidril gruplari ile ginkonun birleserek stabiil mer kaptidler
olusturmasi seklinde agikliyanlar (23) yaninde membranda fosfoli-
pidlerin fesfat kismina ve sialik asidin karboksil gruplarina cin-
konun ballanarak membranlarin stabilizasyonu ve akiskanligina
dedistirdigini bildirenler de vardixr (11).

Plazma membranina bafli gesitli enzimler membran bitlnliUgl-
nd ve fonksiyonunu kontrol ederler. Bu enzimlerden bazilar inin
ginkodan etkilendidi gésterilmistir (11, 21,23, 44 60, 66), Eritrosit
membr anindaki CéHh-ATPase gok disgik duzeyde ginko iyanlari ile
in vitro olarak inhibe olmaktadir ( 60), Karaciger hicresinde
adenil-siklazin ginko ile inhibe edildifi ve glukagon ile stimule
olan cA¥P Uretiminin baskilandigi rapor edilmistir (67). Ekstra-
seliler ginko dlzeyinin artmasi ile ldkosit Né+mK*_AT9ase akti-

+ -+
vitesinin yukseldigi, karsit olarak serebral Na -K ATPase aktivi-

tesinin azaldifay gisterilmistir (21,23, 44),

Karacider lizozomlarindan B8 glukorinidaz saliverilmesi ve

mast hicrelprinden histamin agifa gikisinin ginko ile &nlendigi(ll,21)

ayrica lékosit lizozomlar indan enzimlerin agifa gikisinln ginko

ile baskilandirdas bilinmektedir (24). Ekstrasellller cinka dizeyin-
deki artis peroksidatif streslere karsi membran bitlinliglnl korur
(96). Karbon tetraklorire bafly karacifer hicre membran peroksi-

dasyonunun ginko ile dnlendifii rapor edilmistir (96). Nitekim bu

ilyonun eksiklifinde lipid peroksidasyon ar tigsina bafly olarak memb-

Fan bltOnidguniun bozuldufiu ve gegirgenliginin defistifgi ileri su-
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rilmistir (21). Bunun yaninda peroksidas, onda roll olan membran
superoxide dismutase enzim aktivitesinin ¢inko eksiklijinden ziya-
de bakir iyonlaraindan etkilendigi de hilinenler ar asindadir (12).

Eritrosit membrani Gnemli miktarda ginka igerir (68 % 6 Mg/a).
Yetersiz ¢inko alan siganlarda eritrosit membran ginkosu azalmakta
buna karsin ozmotik frajilitesi artmaktadir (6,13). Ayrica in vite-
ro olarak oksidatif ajanlara karg: eritrositlerin hemaliz olma egi-
liminde artis oldufiu ve cginko eksiklidinin giderilmesi ile dluzeldigi
gosterilmistir (22). Divetle fazla ¢inko ‘alinmasi, normal eritro-
sitierin ozmotik hemplize karsi direncini ylkseltir (1,11),

€hvapil ginkonun membran Gzerindeki etkilerini agsatjidaki
sekilde agiklamigtir (23).

1- Cinko membran bitinluginy kontrol eden enzimler le 1ligki-
ye girmektedir.

2- Membranin proteinleri ile etkileserek konformasyonlarini
ve lipidlerin akiskanlifini defiistirerek enzim-substrat iliskisini
etkilemektedir.

3- Bakir, demir qgibi metaller ile katalizlenen lipid perok-
sidasyonunu onlemektedir,

cir baska olasilikta ginkonun lipoprotein metabolizmasiny
etkileyerek plazma lipid kompozisyonunu ve buna badli olarak hiicre
membranlarinda lipid bilesimini dedistirebilmesidir. Ancak litera-
turde bunu dodrudan gisteren bir calisma mevcut dedildir, Bununla
birlikte ginkaonun kolesterol metacolizmasina etkisi konusunda Ge-
liskili olmakla birlikte pekgok yayin vardir. Bazi arastirmacilar
diyet cinkosundaki dedisikli&in siganlarda serum total kolesterol
Ve HDL-kolesterol (HDL-K) dizeylerini dedistirmedifini bildirirken

(57,62 ), Hooper ve arkadaglarl insanda oral ¢inko uygulamasinin




“gerum HDL-K miktarin:i azalttigr ve total kolesterol dizeyini de-
: *f§i§tirmedi§ini oostermigtir ( 45). Dijer yandan ginkonun lipid meta-
bbiizmasa gzerine olumlu stkisinl savunan ara@tlrlcllar,ginko
 ' ﬂéEsikli@i bulunan siganlarda serum HDL-K kunsant;asyonunun azaldigi-
 ”T_n1 ve serum ginko duzeyl ile HDL-K arasinda dofrudan pozitif bir
H.'iiligkinin bulundugunu rapor etmislerdir (55,57,79).

: Klevay'a gire divet ginko oranindaki art:ig,serum total ko-
iééterol dizeyinin yilkselmesine neden olmaktadir (56}, Son zamanlar-
"da, plazma serbest kolesterclunin dizenlenmesinde dnemli roll olan
LCAT aktivitesinin ginko eksikliginde azaldigi gosterilmistir (62).

o Oyle goriluyorki ginko, etki mekanizmasi tam olarak acikla-
:ﬁamamlg olsa bile plazma kolesterol dizeyini anlamli sekilde defis-
:firmektedir. Lritrosit membran kolesterolunun plazma kolesterol
.dﬂzeyinin kontroli altinda oldufu dikkate alininca, c¢inkonun plazma
:kolésterol defjerlerini dolayisilyla membran kolesteroluni etkiliye-

 3:bilece§i ortaya cgikmaktadir.

D- Membran Akiskanlifinin Eritrosit Fonksivonlarina Etkisi:

| Cesitli nedenlerle hiicrelerin membran akiskanlifinin defis-
?i @éSi genelliikle fonksivanlarini etkiler (59,97 104 Yy, frellikle
-;;éfitrosit akiskanliginin azalmasi hicrenin deforme olabllme yete-
. ﬁé§ini azaltir (92 ,93 ). 08,lece kapiller damarlardan gecgis
 26rla$1r. Bu tip eritrositlerde hicre igi pH ve 2,3-Difosfogliserat
;ﬁﬂzeyi normal oldugu icin hemoglobinin oksijene ilgisi degismez
. fé?§t membranin lipid tabakasindan oksijen difflizyonu guclestigin-
Qﬁ?h dﬂkulara oksijen saliverilmesi azalir (94).

MEmbranda bulunan proteinlerin, enzimlerin ve tagiyicilarin

aktlu;tgs; de akigkanliga baglidir (28,33 ). Membrana bajli Na nK+

»BTPQSE§:BlERtrDlit gradienti, su akiminin dizenlenmesi ve hicre
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hacminin korunmasi gibi dnemli fonksiyonlara hizmet eder (39 , 104)
Eritrosit membraninda kolesterol artigsi ile (akigskanligin azalmasi)
Né*-K+ ATHase aktivitesinin azaldifir ve hiicre iginde sodyumun birike-
tigi birgok aragtirmaci tarafindan gbsterilmigtir (28,52,76).
Eritrosit icine glukozun girisi ve anyonlarin iletimi ile girevli
olan band 3 protein aktivitesinin membran kolesterol/fosfolipid
oraninin blyimesi (aklgkanllélnln azalmasi)} halinde azaldidi bilgi-
rilmistir (17 , 68 ).

Bilinenler Gzetlenecek clursa membran akiskanlitiinin azalmasi
eritrosit fonksivonlarini olumsuz ydnde etkiler. Cinkonun membran
bittinlugunin korunmasindaki stabilizan dnemi gok iyi bilinmektedir,
ancak mekanizmas: bilinmemektedir.

Ginkonun membran akiskanlifinda anahtar role sahip eritrosit
membran kolesterolii Uzerine etki ederek membran akiskanlifini dedilis-~

tirmesi ve bu gsekilde membrani stabilize etmesi muhtemel gdr Undudiun-

' den bu caligmada deneysel ginko eksikligi olusturulan sicanlarda

membran akigkanlifjina ginkonun etkisl incelenmig ve sonuglar tarta-

“grlmistar.,
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GEREG VE YONTEMLER

Hacettepe Tip Fakiltesi Cerrahi Arastirma Merkezinde yapilan
bu deneysel galigmada afgirliklari 80-90 g. arasinda dedigen 28 adet
bir aylik erkek Swiss albino siganlar kullanild:.

7 gerlik 4 gruba ayrilan hayvanlar her kafeste tek hayvan
clacak $ekilde paslanmaz gelik kafeslere konuldu.

I.grubu olusturan 7 sigan 4 haftalik deney siiresince yeter-
li ginko iceren yem ve musluk suyu ile beslendi.

II. gruptaki 7 hayvanin ginkosu yeterli yemden, ginko eksikw
ligi yapilan hayvanlarin yedigi miktarda yemelerine ve istedikleri
kadar su almalarina izin verildi (Beslenmesi kisitl: izokslorik
diyetle beslenen grup).

IIT. grupta bulunan 7 siganin 4 hafta slre ile 2 ppm cinko

igeren yem ve deionize sudan istedikleri kadar almalarina olanak

tanindi (cinkosu eksik grup).

IV. gruptaki hayvanlar III. gruptakiler gibi beslendiler an-
L cak 3, ve 4, haftada intragastrik 23 mg/kg/gﬂn Cinxko verilerek te-
- daviye alindilar.
Butin hayvanlarin agirlik defiisikligi hartalik glgumier le
; izlendi. 4. haftanin sondnda 24 saatlik agligi takiben hayvanlar
30 mg/kg Nembutal ile uyutuldular. Cinkedan arindirilmis enjektdr

Ve ifneler kullanilarak kardiyak ponksiyonla kan érnekleri alindi ve
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sad femurlari amaliz igin g¢ikarildi.

Femur yumugak dokularindan temizliendikten sonra uzunluguna
eksenl boyunca ikiye ayrilip ilik deionize su ile uzaklastirildi.
709C de sabit afirlifa vlasincaya kadar kurutuldus. 100 mg kuru
kemik 3 ml asit karisiminda (1 hacim % 70 perklorik asit : 2 hacim
% 30 H202) 70°C de berraklasincaya kadaz eritildi. Deionize su ile
dilue edildi. Kemik g@zeltisinin igerdigi c¢inko miktari ayni sekil-
de dilue edilen asit karigimina (kodr) karsi atomik abhsorbsiyon
spektrometresinde okundu (Perkin Eimer 103 iModel).

Alinan kan drnekleri hematolojik parametreler, eritrosit
membran ilzolasvonu ve serum analizlerl icin kullanildi. Serumlar

kullanilineaya kadar mZDOC de bekletildi.

Eritrosit Sayaima

Eritrosit sulandirma pipetinin 0,5 gizgisine kadar gekilen
kan 101 g¢izgisine gelecek sekilde serum fizyolojik ile dilue edilci.
Kanin homojen olarak dagilmesi saglandiktan sonra bir damla dilue

kan Toma saylm kamerasina yerlestirildi ve 1s1ik mikroskobunda sa-

yildzi.

Hematokrit Tayini

Heparinli kapiller tiplerim yaklasik 3/4'G kan Brnekleri
- 1le dolduruldu ve bos krsminin ucu 1sitilarak kapatildi. Tupler
10,000 r.p.m'de bes dakika santrifij edildikten sonra aletin Hzel

ff?kalasxndan % hematokrit deferleri okundu.

Ortalama Eritrosit Hacmi {#icy)

Asafjida belirtilen formile gore kanin hematokrit defjeri ile

8ritrosit sayisindan hesaplandi.

Eritrosit sayisi (mmg'de milyan) °*
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Ortalama Eritrosit Hemoolobin Dederi (HiCH)

Kan drnzklerinin hemoglobin detieri ile éritrosit sayilsindan

asagidakl formiile gdre belirlendi.

MCH ¢ ~-2.22-== DC0UZ2 D2T20-0010 0gedert lgeclarak)
Eritrosit sayisi (mm 'de milyon)

Hemoolobin Diizevinin Olculmesi

Kan hemoglobin diuzeyi siyaenomethemaglabin yontemi ile belir-
lendi ( 35)., 20 pl kana 5 ml Drabkin ¢ézeitisi eklendi. Tipler bir-
kag kez ba$ asagir gevrilerek kenin hemoliz olmasi safjlandi. Bdyle-
ce hemoglobin siyvanomethemoglabin'e dénisti. Iginde 5 ml Drabkin
chzeltisi bulunan bir diger deney tipine 20 ul standart hemoglobin
gdzeltisl konuldu ve karisim saflandzir. Tlipler 5' bekletildikten
sonra 540 nm dalga boyunda kir'e karsi spektrofotometrede (coleman

6/20 model) optik absorbanslari belirlendi.

Qzmotik Frajilite Tavini

Hayvanlardan alinan heparinli kan drneklerine bekletilmek.
sizin ozmotik frajilite testi uygulandi. Bu amag igin Guest ydntemi
kullanildi, Yodntem, eritrositlerin defisik konsantrasyonlarda tam-
ponlanmig NaCl cgdzeltilerinde inkibe edilmesi ve sadlam kalan huc-
relerin dibe gokturulmesinden sonra Ust sivida hemoglobin miktar 1

nin glgulmesi ilkesine dayanir.

Kullanilan Reaktipler

a) Tamponlu % 10'luk stok NaCl g@zeltisi: 90 g. NaCl,13.66 g
N82H904 ve 72,43 qg. NaHP0, «2H,0 bir miktar distile suda eritildi
UIUB hacim distile su 1 litreve tamamlandi, pH 7.4'e ayarlandi. Kul-
If:lanllacaéi zaman % 1 olacak sekilde seyreltildi,

b) Drabkin gdzeltisi: 1 g, NaHCO3' 50 mg potasyum siyanid,

-

280 mgq potasyum ferrisiyanid bir mikiar distile su ile eritildi ve
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200 ml'ye tamamlandi.

c) Standart hemoglobin gdzeltisi: 60 mg hemoglobin distile
su iginde eritildi ve final hacim 200 ml'ye tamamlandi. % 15 mg

hemoglobin iceren bu gdzelti standart hemoglobin gzeltisi olarak
kullanilda.

Deneyin Uygulanisi : Defisik konsantrasyonlarda 10 ml NaCl

gozeltisl igeren ve asafida gdsterildifi sekilde hazairlanan 16
deney tdplnun herbirine 20 ul kan konuldu. Parafilm ile kapatilan
tipler bir kag kez yavasga alt-iist edilerek eritrositlerin homo jen
sekilde dagilmasy sallandi. TlUpler 1 saat oda sicaklifjinda bekle-
tildi. Beg dakika siireyle 2000 r.p.m'de santrifij edilerek saglam
kalan eritrositler goktirUldu. Her birinden 4 ml. st sivi alinda
ve iginde 1 ml Drabkin gdzeltisi bulunan tiplere aktarildi. Kar i
gim 30 dakika bekletildikten sonra spektrofotometrede kdr ve
standarda karsi 540 nm dalga boyunda eptik absorbasiari belirlendi.
Agatirdaki ikl egitlikten yararlanarak hemoglobin dizeyleri ve

defisik NaCl konsantrasyonlarinda % hemoliz deferleri hesaplandy.
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Defjisik Konsantrasyonlarda NaCl (&zeltilerinin Hazirlanmasl:

et

Tip No %1 NaCl Distile Su % Konsantrasyan
1 2,0 ml 8.0 ml 9,20
2 2 4 ml 7.6 ml 0,24
3 2.8 ml 7.2 ml 0,28
4 3.2 ml 6.8 ml 0, 32
5 3.6 ml 6.4 ml 4, 36
6 4.0 ml 6.0 ml 0,46
7 Gy4 ml 5.6 ml 0,44
8 4.8 ml 5.2 ml 0,48
g 5.2 ml 4.8 ml 0,52
10 5.6 ml 4od ml D,56
11l 6.0 ml 4.0 ml u,6d
12 6.4 ml 3.6 ml 0,64
13 6.8 ml 3.2 ml 0,68
14 7.2 mwl 2.8 ml 0,72
15 746 ml 2.4 ml 0,76
16 8.0 ml 2.0 ml D, 80

Ornedin optik
1- Ust sivida hemoglobin deferi (g/dL): g%ggéggiéaﬁfiﬁm ggizgzgfoﬁgn"

dansitesi

2 % Hemoliz Degeri : .58t sividaki hemoglobin defieri (g/dl)

Kan ornefinin hemoglobin miktari (g/dl)

Fosfolipid Tayini

Serumda ve eritreosit membran ekstraktlarinda fosfolipid mik-

~tari Baur ve arkadaslarinin yontemi ile belirlendi (7 ). Prensip:
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fosfolipidler organik salvent ile ekstrakte edilir. Ekstrakt uguru-
lar ak kurutulur, Ca igeren nitrik asit ile organik matefyal sindl-
rilir {kalsiyum pirofosfat olu@umﬁnu ve fosfor kaybimi tnler).
Nitrik asit isitilarak tamamen ugurulur. Geride kalan materyal
TCA-askorbik asit karisimy ile eritilir. Fosfat ile mavi renk olus-

mas1l icin molibdat ve arsenit eklenir.

Reaktifler

1 Standart Fosfat [ozeltisi : KH,PO, 100°C de kurutuldu.
438,1 mg distile suda eritildi ve 100 ml'ye tamamlandi. 1 mg/ml.
fosfor igeren bu cgdzeltiden 5 ml alindi ve 100 wml'ye distile su ile
tamamlandys. Béylece 0,05 mg/ml fosfor igeren gallsma standardi ha-
zirlanmis oldu.

2. Askorbik asit-TLCA: 10 g. triklor asetik asit ve 2 g askor-
bik asit distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

3. 9% 1 Amonyum Molibdat: 1 g amonyum molibdat distile su
ile 100 ml'ye tamamlandi.

4~ Arsenit-sitrat (dzeltisi: 20 g trisocdyum sitrat dihidrat
ve 20 g susuz sodyum arsenit distile suca eritildi. 20 ml glasiyal
asetik asit eklendi ve su ile 1 litreye tamamlandzi.

5. Ekstraksiyon karigimi: 3 hacim absolil alkel ile 1 hacim
eter karistirildi,

6- Nitrik asit-Kalsiyum gdzeltisi: 30 mg kalsiyum karbonat
1l litre konsantre nitrik asit iginde eritildi.

7- Antibombing granil: Cam granidller nitrik asit iginde
kaynatildyr ve distile su ile y1kanip kurutulduktan sonra kullanil-

di.
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Yontemin Uygulanisi

50 pl serum bulunan tuplere 2 ml ekstraksivon karisimyr kg-
nuldu. Karisimi saflamak igin vortekslendi. Tiipler iki dakika bek-
letildikten sanra kuvvetle santrifiuj edildi. 1 ml Ust sava
25 x 150 mm'lik tip igine aktarildi ve ugurulidu. icinde 50 ul caw-
ligma standardi ve 50 ul deionize su bulunan (k6r) tipler hazir-
landi. Her tipe birkag antibombing granil ve 2 ml nitrik asit
kalsiyum gozeltisi konuldu. Tupler isitildir ve asit tamamen ugurul -
due Sonra tupler sofutuldu. 1 ml askorbik asit-TCA ilave edilip
karigtirildi. Uzerine 0,5 ml amonyum molibdat ve L ml arsenit-sit.
rat gozeltilerl konuldu. Karisim saijlandiktan sconra 15 dakika bek-
letildi. 700 nm dalga boyunda kir ve standarda karsi spektrofo-
tometrede okundu.

Hesaplama: 0,05 ml serum 2 ml ekstraksivon karisimi ile
dilue edildigji igin esitlikten elde edilen sonug 2,05 ile garpilir.
Bulunan deder inorganik fosforu gisterir. fFosfolipide gevirmek igin

25 katsavaisil ile garpilir,

Fosfolipid (mg/cl) g%g§§529§;_, x std. konsantrasyonu x 2,05 x 25

Totel Kolesterol Tayini

Serumda total kolesterol diize,i enzimatik yintemie ({3) be-
lirlendi. Deneyde kullanilan enzimler ve kimyasal maddeler sigma

firmasindan saflandi.

Reaktifler

a) Kolesterol enzimatik helirteci : 6 mool/L phenol, 1,6
mmol/l 4-Aninoantipyrine, 4000 Unite/L peroksidaz, 120 unite/L
kolesterol esteraz, 150 unite/L kolesterol oksicaz olacak sekilde

-

Fosfat tamponu iginde cdziildu.
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b) % 200 mg kolesterol standardi: Sigma firmasindan alindi.

Dene,in Uygulanisi

Deney tuplerinin herbirine 0,02 ml serum, standart olarak
igaretli tuplere 0,02 ml kolesterol standardi ve kiir olarak belir-
tiien tipe 0,02 ml saf su kongldu. Daha sonra herbirine U,5 ml ko
lesterol enzimatik pelirteci eklendi. Tipler 37°C de 15 dakika
inkibe edildi. Inkibas,on sonunda her birine 2 ml serum fizyolojik
konuldu. 515 nm dalga boyunda spektrofotometrede kire karsi aptik
absorbamslar i okundu. Serum kolesterol dizeyleri asatjidaki egitlik-

ten hesaplandyi,

Ornefji b
Serum Kolesterol (;‘ng/dl_) : -_gﬁfgig-i}??gg._é??i‘--_“ x 200

Standardain Absorbansi

HDL-Kolesterol OlcUmi

Serumda HDL--Kolesterol tavini total kolesterol dlgumiinde gl~
dufu Qibi enzimatik ydntemle (43) yapild:. Iginde U,1 ml serum bu-
lunan herbir deney tupune 0,3 ml serum fizyolejik konuldu ve karigse-
tirild:. Uzerine 9 mmol/L fosfotungustik asit ve 2 mol/L mgCl, ige-
ren gozeltiden 0,05 ml eklendi ve kéil@tlrlldl- Boylece HDL disindaki
lipoproteinler gokturildl. 2000 r.p.m'de 10 dakika santrifuj edildi.
Ust sivida kolesterol tayini daha dnce agiklandidi sekilde yapilda

ve elde edilen sonuglar dilusyon faktérl ile carpildi.

Protein Miktari Tayini

Serumda ve eritrasit membran suspansi onunda protein dizeyi
Lowry yfintemi ile dlguldi (3).

Reaktifler

1- A Cdzeltisi: % 2 Nay Lo, % 0,4 NaOH % 0,16 sodyum tarta-

rat, % 1 sodium dedosilsUlfat.




2- B gdzeltisi: % & CuS0O SHQO

4
3. C gozeltisi: 100 ml A gbzeltisi 1 ml. B gozeltisi

4- 2 N Fenol karigimi.

Denevin Uysqulanisl

0,1 ml serum, serum fizyolojik ile 10 wl'ye tamamlandi ve
karistirildi. tu karisimdan 0,1 ml difjer bir tidpe aktarildi ve
uzerine 0,2 ml distile su konuldu. Daha sonra 2 ml C reaktifi ek-
lendi ve karistirildi. Oda sicaklifinda 10 dakika bekletildi. bu
islemin sonunda 0,3 ml O reaktifi ilave edildi ve kuvvetle cgalka-
landi. Spektrofotometrece 750 nm dalga boyunda kore karsi okundu.

Formidlden hesaplanan sonug diliusyon faktorid ile garpildi.

Ornedin Absorb .
protein Miktari (g/dL): hEQEQETm_?§EZ_?T§E ..... x Standart konsantras-

Standart Absorbansi yonu (g/dL)

Eritrosit flembraninin £lde Edilmesi

Eritrosit membrani Dodge ve arkadaslarinin ydntemi ile elde
edildi (34). bu amagla kan drneikleri 2280 x g'de bes dakika oda
1sisinda santrifiuj edildi ve plazma uzaklastirildi. Eritrositler
g kez serum fizs/olojik ile yakandi. 1 ml paket eritrosit alindi.
Uzerine 1 ml distile su konuldu ve veriekslendi. Goylece eritrosite
lecin hemoliz olmasi safjlandl. Hemolizat dOC de ve 20,000 x ¢ de
15 dakika santrifij edildi. Ust sivi aspire edilerek uzaklastirildi.
falet dzerine 10 ml'sy: 8.0 olan Tris-HCL konuldu ve vortekslendi.
20.000 x g de tekrar 15 dakika santrifuj edildi ve iUst siva uzak-
lastirildi. Bu yikama iglemi 6 kez tekrarlandi., Bu iglemin sonunda
iist sividan alinan Srnzkte hemoglobin tayini yaosildi. Hemoglobinin
bulunmayvisil ile vikama islemine son verildi. Her bir tupteki pelet

(eritrosit membr anil :ghost) 2 ml serum fizyoclojik iginde sispansi-
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yon haline getirildi. Bu suspansiyvondan 0,1 ml ornek alipdi ve

Lowry yontemi ile proielin miktari tayin ecdildi.

Eritrosit Membranindan Lipidlerin BFlde Edilmesi

Gu amag igin Rose ve Oklander'in vinteml kullanilda (~t).
1 ml membhran sis-ansiysonuna 9 ml ekstraksiyon karigsaimi (7 hacim
kloroform, 11 hacim izoprapancl) konuldu ve vortekslendi. 2000
r.p.m'de bes dakika santrifiij edildi. Ustteki lipid Fazi pastor
pipeti ile aspire edilerek bDir bagka tupe aktarildi. Altta kalan
fazin Uzerine tekrar 2 ml ekstraksison kérl§lm1 konuldu ve vorteks-
lendi., Santrifujlemaden sonra uUst faz alindi ve bir oneceki tipe
ilave edildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Ekstrakte edilen ma-
teryal tamamen uguruldu. Daha sonra lzerine 1 ml izopropanol konul-
du ve vortekslendi. Edvlece elde edilen lipid ekstraktindaki fos-
folipid ve kolesterol daha once agiklanan enzimatik yéntemlerle
dlguldu.

Elde edilen ve hesapla bulunan sonuglarin dederlendirilmesin-

de Student'un "t" testinden yararlanilda,
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BEULGULAR

1. Hayvanlarain Genel Gdridnumu

Kontrol grubunu olusturan siganlarin 4 haftalik surede biyul-
me ve gelismelerinin, istah ve aktivitelerinin normal olmasina kar-
sin beslenmesi kisitlanmig I1. gruptaki hayvanlarin slrekli ag
kalmalarina pbadli hineraktivite; sinirlilik ve kilo artisinda geri-
lik dikkati gekti.

Deionize su ve ginkosu yetersiz vem ile bheslenen IIl.gruptaki
siganlarda igtah ve aktivite kaybi I. haftanin sonunda agikga goriul-
meye basladi. Cinko eksiklidinin kardimpal belirtilerinden birisi
olan anorexia nedeni ile hayvanlarain ginlik besin almalarinda anlam-
11 azalis Il. haftada ortava gaikti. Tlylerin parlakliligiini kaybetme-
si ve kaba bir gdriunim almasina ek oclarak tiuy dokUlmesinin artmasi
da genel gdrinidmlerinde defisiklide neden oldu.

Cinko eksikligi belirtileri ortaya giktiktan sonra 15 giun
23 mg/kg ginkonun oral yolla verilmesi ile genel durumda gdzlenen
bu degisikliklerin kavbolwasi, bunlarin ginko eksiklifgine bagli bulgu-

lar oldufjunun kaniti olarak kabul edildi.

Istah Degisiklifgi

Kontrol grubu siganlarin istediklexri kadar ginkosu yeterli
yem ve su almalarina kargyr II. gruptaki hayvanlarin kisitli beslenme-

sinin nedeni, ginko eksiklidinde istah azalisina® bafli az kalori al-
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manin etkileri ile az ginko almanin etkilerini ayirtetmek igindir.
Biylece ginkodan eksik hayvanlarla egdefer kalori alan II. kontrol

grubunun sonuclari, istah azlifina bafli az kalori alinmasinin se-
bep oldufju detisiklikleri gdsterir.

Alinan Giinlik Besin Miktar: (II. ve TII. Grup)

I. hafta 9.65 * 1.64 g/giln
iI. hafta 6.76 £ 1.92 g/qin
III. hafta 10,32 * 1.57 g/giin
IV. hafta 7.49 ¥ 1.12 g/giin

Afjirlik Degdisiklikleri

Kontrol grubunda 4 haftalik gtizlem suresinin sgnunda hayvan-
larin agarlitiy baslangig adirliGanin % 144 £51%ine ulagtie.
Beslenmelerd Kkisitlanmigs II. kontrol grubundaki hayvanlarin atiirlik
artisi1 % 79 $ 18 ve ginkosu az diyetle beslenen siganlarin adir-
lik artisi ise % 38 T idi. Az besin almanin sebep pldufu agir-
11k defisikligi, I. gruptaki siganlarin sonuglaril 1le kargilastirail-
diginda anlamli bulundu (P 0,01 }. Izokalorik diyet fakat yetersiz
cinko alan III. grupta agirlik gok anlamli azalis gisterdi (PSO,004).
15 gunlik oral ginko tedavisi afirlik artisindaki geriligi normale
cevirdi ve hayvanlar 4.haftanin sonunda baslangig ajiriidinin
9 104 * 26 ine ulagti. Diyete ginko ilavesl igtah artisina ve do-
layisiyla fazla besin alinmmasina neden oldufundan son 15 gun iginde
hayvanlardaki anlamli agirlik artisi, hem alinan ginko hemde kalori

artisina bafili idi.

2~ Femur Cinko Dizeyi

1. kontrol grubundaki siganlarin ortalama femur ginkosu

263.01 t'Sé.Blyg/g kuru agirlik iken beslenmesi kisitli ve surekli

a¢ kalan hayvanlarin femur ginkosunda istatistiki anlami olmamakla
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birlikte artisi oldufu dikkati gekti (304.95 % 61.11 ug/g kuru afir-

1ik). 4. hafta ginkosy yetersiz diyet ve deionize su alan III. grup
hayvanlarin ortalama femur ginkosunun 192,98 t 19,98 ug/q kuru agir-
lik oldugu bulundu. Her iki kontrol grubunun femur ginko dlzeyleri
ile karsilagtirildifinda, bu grubun femur cginkosundaki azalis gok
anlamli idi (pg D,Dﬂl). Bu bulgu galigmamizda deneysel cinko eksikliw
ginin kaniti olarak kabul edildi.

Cinko eksiklidi olusturulan siganlarin 15 gin intragastrik 1
ginko ile tedavisi femur ginkosunu normal duzeye dondirdu ve bu gru-
bun ortalama femur cinko dizevi 253.8 ¥ 18.1 ug/g kuru afirlik bu-
lundu.

3- Hematolojik Parameirelerx

a) Alyuvar Sayisi : Kontrol grubu siganlarin alyuvar sayisi
7.99 ¥ 0.32 « 1Dﬁ/mm3 ve kisitli beslenen II. grupta 7.89 ¥ 0.4 Xlﬁﬁ/mmBj
olarak belirlendi., Cinko eksikligi eritrosit savisinda anlamli azali-
sa neden oldu ve alvuvar sayisi II1. grgpta 7.29 ¥ 0,34 x lUE/mm3

glar ak saptanda (D<(0,Ul ). Bu azalis cinko tedavisi ile tekrar nor -

. B 3
mal defere yikseldi{7.87 £ 0.32 x 10 /mm )e

b) Hemaglobin Dizeyi: Tablo 1 de gdrildufy gibi 16.97%1.43 g/dL
olan kontrol grubu hemoglobin dederine kisitli besin alinmasinin dnem-
1i bir etkisi oclmadi 16.88 ¥ 0.25 g/dL. buna kargi yetersiz ginko
alinmasl ile ortalama hemoglabin dizevinin anlamli gekilde baskilan-
gigr 14.77 * 0.38 g/dL, (P 0,01 ) ve diyete ginko ilavesinin hemog-
lobin dizevlerinde saptanan azalisi normale yaklastirdiyay gozlendi
16.18 ¥ 0.61 g/dL. Ancak tedavi grubunda hemoglobin diizaeyi artmisg

clmasina raifjmen hala kontrol dederlerinin anlamli glarak altinda idi

(p<0,01 ).
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c) Hemotokrit Deferi : Kontrol grutbunda hematokrit deferi
% 54.14 ¥ 2.37 ve az besin alan I1I. grupta % 53,14 T 2,74 plarak
belirlendi. Yetersiz ginko alinmasi ile hematokr it % 58.14 £ 4,67
degerine yikseldi (P<0,001). ve bu arti1s intragastrik ¢inko tedavi-

si ile tekrar normal dizeye indi (% 54.43 & 2.51).

d)} Ortalama Eritrosit Hacmi (MCY): Kontrol grubunda orta.
lama eritrosit.hacmi 68.89 ¥ 3.46 FL ve Kisitli beslenen srgcanlar -
da 67.39 % 2,94 rL oldydu halde divetten ¢inkonun gikarilmasiy ile
ortalama eritrosit hacmi 79.25 % 8.0 fL'ye yiikseldi (P 0,01),
finkonun yerine konulmasi ile ortalama eritrosit hacmi tekrar normal

deerine dindu (69.18 ¥ 3.5 pL),

e) Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH): Kontrol grubunda
21.23 * 1,04 Pg ve kisitli beslenen IT.grupta 21.41 * Ce71 pg olan
ortalama eritrosit hemoglobin dederinin ¢inko eksikligi bulunan
siganlarda anlamlil olarak diusuk oldufu dikkati gekti 20.29 ¥ l.36 pg,
(P< D,Dl). Bu azalmanin cginko tédauisi ile kontrol deerlerine yak-

lastify saptandi (20.86 % 1,15 pg),

Lritrosit Membraninin Ozmotik Frajilitesi

% 0.44 NaCl gozeltisinde 37°C de 30 dakika inkibe edilen
kontrol grubu eritrositlerinde % 25 * 3 oraninda hemoliz gérdldu.
Beslenmesi kisitlanan IT.grupta ayni tuz Konsantrasyonunda gGzlenen
hemoliz degeri % 28%4 igi. Cinko eksiklitji olusturulan siganlar dan
alinan eritrositlerin membran frajilitesi bariz bir sekilde Ar tmlsg
olduiju ve % 0.44 tuz GGzeltisinde hemaliz vdederinin : 1 T 7 oldydu
Uikkati gekti., Mer iki kontrol grubu ile kargilastirilditiincda bu
hemoliz deferinin gok tnemli oldygu belirlendi (P<0,001), 15 ginlik
ginko tedavisi membran frajilitesini tekrar normale gevirdi ve % 0.44

NaCl GOzeltisinde hemoliz olan eritrosit miktar: % 24 ¥ 5t bulundu.
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Eritrosit flembran Kamponentleri
I

a) Wembran lroteini : Kontrol grubu sicanlarain 1 ml eritrosit
paketinien elde edilen membran protein miktar:z 5.71 % 0.58 mg idi.
Kisitli beslenmenin membran proteininde anlamli glwmavan bir azalisa
4.91 ¥ 0.6 mg/ml karsin, az cinko alinmas:i membran protein miktarin-
da onemli azalis yapti (4.1 T 0.38 mg/ml, P< 0,01 )., Ancak bu azali1g

ginko tecavisi ile tekrar normale yakin duzeylere gikt:

(4.96 t 0,51 mg/ml).
b) Membran Kolesterold : Eritrosit membraninin kolester ol dii-

zeyl kontrol grubunda 1.303 ¥ 0,084 mg/ml ve kisrtli beslenen I1.

grupta 1.329 ¥ 0,103 mg/ml oldufju halde cinko eksikligi bulunan si-
ganlarda 1.442 * 0.076 mg/ml'ye sUkseldigi goruldu (P< 0,02)-
(Sekil, 5) finko tedavisi eritrosit membran kolesterolunun normal di-

zeye diénmesini satiladi (1.289 ¥ 0.09}1 mg/ml) .

c) fiembran Fosfolipid Duzeyl : Eritrasit membran fosfolipid-
lerinin total dizeyl butun gruplarda birbirine yakuin dederler gds-
terdi ve aralaranda onemli bir farklilik bulunmadi. Kontrol grubunda
3.474 ¥ 0,233 mg/ml kisitli beslenen kontrol grubunda

3.516 ¥ 0.272 mg/ml, cinko eksikligi grubunda 3.385 t 0,243 ve te-

davi grubunda 3.423 ¥ 0,144 mg/ml idi. (Sekil: 5)

Membran:in Kolesterol/Fosfolipid Orani

Kontrol grubu siganlarin eritrositlerinde 0.776 T 0,065 ola-
rak hesaplanan membran kolesterol/fosfolipid orani az besin alan Ll. g?ia
kortrol grubunda 0.772 £ 0,057 oldugu halde cinko eksikligi bulunan -
siganlarda bu oran belirgin olarak yiksek bulundu (0.881 ¥ 0.44 ,
P{O,Dml). Ginko ile tedavi edilen siganlarda sembranin kolesterol

fosfolipid arani her iki kontrol grubu ile karsilastirildifinda

farklilik gostermedi (D.779 ¥ 0.028),




Membranin Protein/Lipid Orani

Cinkodan eksik divetle beslenen siganlarda eritrosit membra-
ni protein lipid oraminin dedistigi ve diger ig grubun deQer lerin-
den anlaml:i olarak dusiik oldufju saptandr (0,851 * 0.0670 , D(,D,Dl )R
Bu oran kontrol grubunda 1,096 £ 0,162 , II. grupta 1.017 £ 0.126

ve tedavi grubunda 1.051 ¥ 0.085 clarak hesaplandi.

Serum Lipid Dizeyleri

a) Total Kolesterol : Kontrol grubunda 71.00 % 10.64 mg/db
olarak belirlenen serum total kclesterol miktari, kisitli beslenen
siganlarda 59.55 % 17,44 mg/dl duzeyine indi (P 0,01 ). Cinkodan
gksik diyetle beslenen siganlarda serim total kolesterolinde gdz -
lenen azalma anlamli bulunmada (63.17 2 9.03 mg/dL , P 0,05 ).
Cinko ile tedavi edilen grupta kolesterol dizeyi 61.98 ¥ 10.83 mg/dl
olarak belirlendi ve kontrol grubu ile kargilastirilcd:ifinda fark

anlamli bulunmada ( > 0,05), belirlendi

b} Yiksek Dansiteli Lipoprotein-Kolesterold (HDL-K) : Serum

HDOL-Kolesteroli kontrol grubunda 44.44 ¥ .28 mg/dL, az besin alan
siganlarda 41.90 ¥ 10.53 mg/dL olmasina kargin, izokalorik fakat
yetersiz ginko alan ITI. grupta 32.37 ¥ 4,95 mg/dL dizeyine indi
(P< 0,05 ). Cinko tedavisi serum HDL-Kolesterolundeki azalmayl dii-

zeltti (40.63 ¥ 6.51 mg/dL).

c) Total Fosfelipid : Serum fosfolipid dizeylerinde gruplar
arasinda Gnemli bir farklilik bulunmadi. Kentrol gr sbunda
163.57 ¥ 27.91 mg/dl, IT. grupta 156.77 ¥ 27.70 mqg/dL, I1T.grupta

170.00 ¥ 31.93 mg/dL ve tedavi grubunda 155.00 * 40.46 mg/dL

clarak saptandi.
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Serum Protein Duzeyl

Kontrol grubunda 7.14 T 0.54 9/dl ve II. grupta

oldudu halde cinko eksiklifi buluman siganlarda 5.88 ¥

plarak belirlendi (P { 0,01l). Cinko tedavisi ile serum

yi kontrol degerlerine ulasti (6.92 ¥ 0.32 g/dL).

7.11 * 0.45 g/dL

0.77 g/dt

protein dize-
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Eritrosit Hacmi ( femtolitre )
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Sekil 2 : Cinkonun Eritrosit Hacmine Etkisi
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Sekil 3 Cinkonun Eritrosit Ozmotik Direnci ile lliskisi { Hemoliz Egrist )
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Sekil 4 : Cinkonun Eritrosit Frajilitesine Etkisi
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Sekil 5 : Cinkonun Eritrosit Membran Lipidleri ile iliskisi.
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Sekil 6 : Cinkonun Eritrosit Membran Proteini ve Protein/ Lipid

Orani (P/L) ile lliskisi .
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TAR TISNiA

Ginkonun bitki ve hayvanlarain blvlme ve gelismelasrinde gerek-
1i bir iz element oldugu pekgok yayinla gBsterilmistir (gg). Ginko
eksikliljinde birgok dokuda protein sentezinin azaldij:r (48,63 , 49),
buyime ve geligme gerilifinin ortaya giktifr rapor edilmistir (46,84).
Daha senra yapilan galigmalarda bUyume gerilidinin ginko eksikligine
bagli biyume faktor azalisi ile agiklandi: (30 ,77 ,80 ) ve biylu-
me hormonuna direngli tipte gerilik oldufju bildirilmistir (78). tizim
caligsmamizda da hayvanlarin gdzlem p@riybdu esnasinda buylime hiz-
larindaki gorilik litcratiur bulgul=orini destokler nitelikte idi.
Marginal ginko eksikligi olusturdudumuz III. grup siganlarda istah
ve aktivite kaybi ile birlikte aBirlik artigindaki azalma oldukga
belirgin bulundu. 15 ginlik oral ginko tedavisi ile istah ve afirlik
artisinin kontrol defierlere gok yakin oldufju bulgulardan anlasil-
maktadir. Insanlarda diyete bafili ¢inko eksikliginin genellikle
marginal olmasi nedeniyle bu galismada ileri derecede ginko eksikli=-
i olusturma yontemi kullanilmiyarak, klinikte gdzlenen gartlar
taklit edilmeye galigildi.

Cinkao eksiklifiinin gdstergesi olarak genellikle sag, kan, se-
rum ve doku ginko dizeyleri kullanilmaktadir. {inko eksikliginde
sag cinkosunun guvenilir bir indeks olamiyacagl ( 2) ve yumusak do-

kularda ginko dizeyinin genellikle defigmedifding ( 54) pildiren ya-
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yinlar dikkate alinarak galigmamizda femur ginkosu esas parametrsa
olarck saoildi ve bulgularimiz bu konuda yapilan benzer galigmalarin
sanuglari ile uyum g8sterdi (30,62 , 80 ).

Cinko eksiklifiinin en iyi tanimlanmis belirtilerinden birisi
anemicdir. Eritrosit sayisi, hemoglobin miktar: ve ortalama erite
rosit hemoglobin dizeyi ginko eksikliginde azalir. Heme ve globin
sentezinde ginkoya gereksinim oldudu igin cinka eksikliginde anemi
gdriilmesi dofaldir (1 , 36, 83 ). Bu nedenle bizim cinko eksikligi
olusturdufumuz siganlarda da eritrosit sayisi, hemoglobin mikhara
ve ortalama eritrosit hemoglobin diizeyi azalmis bulundu ve oral
¢inko tedavisl ile bu deferlerden ikisi kontrol dederlerine yaklas-
ti. Bulgularimiz literatiir deferleri ile uyum gosterdi ( 89 102)
Ancak ortalama eritrosit hemoglobin miktarinin kontrol degerinin
altinda kalmasi dolagsimda geng eritrositlerin artmis olabilecedini
distnddr ttd., GCinko eksiklifinde makrositer hipokromik anemi gdzlen-
mesine karsin 4 haftalik kisitli beslenme, kan parametrelerinde dnem-
li bir defigiklide sebep olmady.

Hematokr it deferi ve ortalams eritroéit hacminin Ill.grupta
artmig olmasi, ginko eksiklifinde iyon ve su dengesinin bozuldujunu
gisteren galigmalar: (g8 , 11 ) destekler mahiyettedir. Membran ko-
lesterol artisinin membranda Né*— K+ATpase aktivitesini azaltmasi da
hiicre igi Na ve su birikimi senucu volum artiginy agiklar ( 53, 59,
104 ).

Calismamizda ginko eksiklifi olugsturulan siganlarda erifrosit
ozmotik frajilitesinin artmis oldufu hemoliz efrisinde gok belirgin
sekilde gfrilmektedir. Cinko eksikliginde ozmotik frajilitemin art-
tigini gdsteren pekgok yayin vardir (6 , 11, 13 ) ancak mekanizmasi

yeterince agiklanmamigstir. Bazi yazarlar eritrosit ozmotik direng

-
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azalisini, ginko eksikligine bafl: lipid peroksidasyon artigi ile
aciklarlar (11,84). Ancak ginko eksiklifinde eritrosit membraninda
lipid peroksidasyonunun defismedigini bildiren yayinlar bu agik-
lamaya ters diugsmektedir {12).

Cinko eksiklifjinde gbzledigimiz membran akigkanlik azaligi,
gzmotik frajilite artisinin nedenlerinden birisi olabilir. Bilinen-
ler dikkate alindiginda membran akiskanligindaki azalmanin eritro-
sit deformobilitesinde bozulma ve frajilite artisina yol agacafi
ortaya gikar ( 94, 99). Su halde galigmamizda gtzlenen frajilite
artisinil akiskanlik azalisi ile agiklamak mitmkundlr o

Kolesterol metabolizmasima g¢inkonun etkisini inceleyen pekgok
yayin varsada bunlarin sonuglari arasinda var olan geligki bu ko-
nuda kesin yargiya ulagmayi imkansizlastiriyor.

Biz caligmamizda kontrol defierlerine gore kisitli kalori
"alan siganlarda serum total kolesterolinde anlamli azalis saptadik.
Bu sonug klinikte, serum kolesteroliini diyet kisitlamasi ile ayarli-
yan tedavi prensibinin esasini olugturur ve gok iyi bilinmektedir
( 15,65 ). Cinkodan yetersiz diyetle beslenen III. grupta ise serum
total kolesteroliiniin izokalorik ciyet alan II.ci gruba gore anlamli
yilkseldifini gdzledik. Bu esnada serum HDL~K miktari da azalmigtl.
Bu bulgular cinko eksiklifinin kolesterol metabolizmasina olumsuz
etkisini acikca gBstermigtir ve bizim daha dnecekl sonuglarimizla
uyum igindedir ( 28, 79). Ginko ile tedavi kolesterol dizeylerini
kontrol deferlere yaklastirmigtir. Bu esnada antiaterojenik olarak
nitelenen kolesterol fraksiyonunda da anlamli artig olmustur.

Cinkonun HDL-K fraksiyonunda artis yaparak lipid metaboliz=
masina olumlu yénde etki ettigini bildiren Kog ve Williams'in (57 )

ve digerlerinin { 55, 79) sonuglari ile uyum iginde olan bu bulgu-

-
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muz lipid metabolizmasinin ginko eksiklifinden olumsuz yonde etki-
lenecedini gostermektedir.

Cinkonun protein sentezin de gerekli enzimlerin aktivitesin-
daki rolli goz Onine alindifinda ginko eksikligine batili serum
protein dizeylerinde ve eritrosit membran protein miktarindaki aza-
lig normal bir beklentidir (48 , 63,83 84 ), ancak marginal ginko

eksiklifinde eritrosit membran proteinleri ile ilgili yayina rast-

lanamadigindan bu bulgumuzu teyid etme samsina sahip defiliz fakat
beklenmesi gereken bir bulgu gibi gdrinilyor ve yadirganmiyor.

Galigmamizda ginko eksiklifiinden eritrosit membran lipid
bilegiminin anlamli gekilde etkilendifii ortaya gikti., Dedisiklik
membranin kelesterol fraksiyonunda gok belirgin idi. Membranin toe
tal fostolipidlerinde ise defigiklik saptanamadi.

Ginke eksiklifi yapilan siganlarda membran kolesteroli art-
mig, fosfolipid diizey1 defiigmemis ve dolayisiyla membran koleste-
rol/fosfolipid orani artmig bulundu. Cinko tedavisi kolesteroldeki

artisgil normale gevirerek orandaki artisida dizeltti.

Kontrol gruplarinin membran lipid Blglmleri literatirdeki
bulgular: ile oldukga benzerdir. Ancak ginko eksiklifinde membran
lipid defisiklikleri bilinmemektedir. Bu nedenle g¢inko eksiklifinde
gdzledigimiz eritrosit membranindaki kolesterol fostolipid dedisik-
lifinin nedenlerini de agikliyacak literatir bilgisinden yoksunuz.
Muntemel nedenler bilinenlerin sentezi ile elde edilebilir.

Eritrosit membraninin lipid kompozisyonu plazma lipidlerinde-
ki dedigiklikten etkilenir ( 47, 50,69 ). Cinkonun plazma lipopro-
tein dizeylerini ve lipid bilesiminiy defistirerek eritrosit mempe

raninin lipid komponentlerini dolayli olarak stkilemesi mimkUndur .

Ancak ginkonun lipid metabolizmasina dzellikle plazma kolesterol

.
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duzeylerine etkisini bildiren raporlarin sonuglara ar851nda.geli$-
ki vardir ( 38, 45, 55, 56, 57, 62 ).

Cinkoc eksikligr olusturduqumuz siganlarda serum HDL-K du-
zey1l azald:i. HDL plazmada bulunan LCAT enzimi araciligi 1le erit-
rosit membranindan kolesteroli uzaklastirdifis gipi, plazmada serbest
kolesteroll esterlestirerek kolesteroliun eritrositlerde birikmesini
onler { 65, 69, 72 ). Nitekim kalitsal LLA} eksikliginde ve paranki-
mal karaciger nastaliginda serum HDL-K dizeyinin azaldifi, eritro-
sit membraninda kolesterol biriktigi gosterilmistir ( 71, 72,

74 ,75.,76 ). Cinko eksiklifginde plazma LCAT aktivitesinin azaldi-
g1 da ayrica rapor edilmigtir (5%). Hernekadar galismamizda serum
LCAT dizeyleri Blgilmemigse ds 1iteratﬂr bilgisi dikkate alinarak
ginko eksikliginde eritrosit membraninda gdzlenen kolesterol biri-
kimi, enzim aktivitesindeki azaliga haflanabilir kanisindayiz.

Bu kaniy: desteklisen bir bagka bulgu da marginal ginko ek-
siklifl olusan III. grupta azalan serum total kolesterol didzeyinin
daha gok HDL- fraksiyonuna ait olmasidar.

Membr an akiskanlifina etkili faktorlerden en dnemlisinin
kolesterol/fosfolipid oraninin blylUmesi oldufu bilinir (28). Bizim
galigmamizda serum fosfolipid dizeyleri ¢inko eksiklifinden etkilen-
mig ve benzer sekilde membran fosfolipidleri de degismemistir.
Boylece membran kolesterolinUn artmig, fosfolipidinin defismemis
olmasi kolesterol fosfolipid oraninin blUyUmesine ve akisgkanlitiin azal-
masina neden olarak gosterilmek istenmigtir. Membran kolesterol/fos-
folipid orani ile akiskanlik arasinda ters iliski oldufunu bildiren
raporlarda bizi desteklemektedir. (19 ,27 33 74},

Eritrosit membraninda kolesterol artiginin ozmotik frajili-

teyi azalttidini (25) rapor eden in vitro bulgular dikkate alindi-
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inda, ginko eksiklifjinde eritrosit membraninda kolestercl artisa
ile pzmotik direncin azaldifini gdsteren bulgularimizin geliskili
olabilecedi akla gelebilir. Ancak in vivo igaretli eritrositlerle
yapilan caligmalarla (92 ,93 ) kolesterol ile yukll eritrositlerde
ilk 24 saatte ozmotik direncin arttifini ve daha sonra azalarak
hemoliz gorildigi kanitlanmistir. Bununla birlikte bizim bulgula-~
rimizda eritrosit hacminin de artmis olmasi hemolizi kolaylasgtiran
bir difer faktordir. Esasen g¢ginko tedavisi ile frajilitemin dlzel-
mesl de bu defisikliklerden ginkanun sorumlu oldufunu gisteriyor.

Sonug olarak denebilir ki ginko eksiklifinde eritrosit memb-
ran frajilitesinin artmasi, membran lipid komponentlerinin defdisme-
sine dolayisiyla membran butunliginin bozulmasina ve akiskanlifinain
azalmasina baflidir. Selektif ¢inko eksiklifi ile olusturulan bu
bozukludun ginko tedavisi ile duzeltilebilmesi ginkonun dodrudan
sorumnlu oldufunun kanitidir.

Marginal ginko eksiklifi ensidensinin yiliksek oldufu az ge-
ligmig veya gelismekte olan toplumlarda eritrosit akiskanlik azal-
masinin klinik sonuglarina siklikla rastlanabilecegine dikkati cek-
mesi bakimindan bulgularaimizin dnemli cldudu kanisindayiz. Daha

ileri galagmalarla konunun derinlifine incelenmesi ve mekanizmasinin

aydainlatilmas1 gerekmektedir.
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278 Swiss Albino siganda ginkonun eritrosit wmembran akigkan-
ligina etkisi ve bunun anemi ile iligkisi incelendi,

Siganlar esit sayida 4 gruba ayrildi, I. grup normal diyetle
beslendi. Cinko eksikliginde istah kaybi dikkate alinarak galigmaya
1I. kontrol grubu ilave edildi,., II. grup siganlara, III. gruptaki-
ler ile izokalorik clacak sekilde yeterli ginko igeren su ve yem
ver ilerek kisitli diyet uygulandi. III. gruptaki hayvanlar ise deio-
nize su ve ginkosu yetersiz diyetle beslendi. IV. grup iki hafta
cinkosu eksik diyetle beslendikten sonra 15 gin sireyle intragastrik
ginko tedavisine alindi, |

(inko eksikligi bulunan siganlarda igtzh ve aktivite kaybzi,
tiy dokilmesi ve afjirlik artiginda azalma goruidi. Kontrol grubu
agirlik artigy % 144 + 51, 11. grupta % 79 T 18, IIT. grupta ¢ 38 ¥ 13
IV. grupta % 104 Y26 olarak belirlendi. II. ve [1l. gruplarin afir-
11k artisindaki azalma anlamli bulundu (P4 0,01 ,P {0,001 )

Cinko eksiklifinin gdstergesi olarak segilen femur giﬁko
diizeyleri I, grupta 263.01 - 54.80 ug/aq, II. grupta 304.95 ¥ 51,11 ug/g,
IIl. grupta 192.98 T 19.98 ug/g olarak belirlendi., III. grubun femur
cinkosundaki azalma anlamli bulundu (P<0,001)

Cinko eksikligi bulunan siganlarda eritrosit sayisi ve hemog-

lobin dizeyi her iki kontrol grubuna gidre azaldaxi. (D(O,Dl ’ D<Dle)
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Eritrosit hacmi ve hematokrit deferi ise ginko eksiklifinde artmis
bulundue (P¢0,01, < 0,001 ).

Butin gruplarin serum total fosfolipid dizeyleri detiismedi.
Serum total kolesterol miktarinda sadece Il. gruptaki azalma anlamla
bulundu (D(D,DI ). Dijer gruplarin kontrol gruhuna gore dedisikligi
istatistiksel onem gostermedi. Buna karsin ylksek dansiteli lipo-
proteinin igerdifi kolesterol dizeyinin (HDL-X) ginko eksiklifi
bulunan siganlarda anlaml:i sekilde azaldiy: gérilda (pP£0,05)

Eritrosit membraninin total fosfolipid miktari bltin grup-
larda birbirine yakin nlarak belirlendifi halde kolesterol diizeyi
ginko eksikliginde artmis bulundu (PL0,02)

Sonug olarak ginko eksiklifinde eritrositlerde ozmotik diren-
cin azaldifi, makrositer hipokraom bir anemi gelistifi, eritrosit
membraninda C/P oraninin artmis oldudu, C/P oranindaki artisun plaz-

ma HDL-K diuzeyindeki azalmaya bafili oldufu sonucuna ulasilda.
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