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Ozet: Cinko; bilyiime, hiicre boliinmesi, metabolizma, yara iyilesmesi, bagisiklik, iireme, tat ve
gorme fonksiyonlarinin isleyisi gibi bir¢ok fizyolojik siire¢ i¢in gerekli olan iki degerlikli bir
gecis iyondur. Cinko maruziyetinin insan eritrosit zarinin bazi 6zellikleri tizerindeki etkisi in
vitro olarak calisildi. Ayrica, insan periferal kan lenfositlerinde, ¢inkonun genotoksik
potansiyelini ortaya koymak igin alkali comet analizi yapilmustir. Farkli derisimdeki tiim Zn®*
cozeltilerinin, doza bagimli bir sekilde lipit oksidasyonunu inhibe etmede oldukca zayif bir etki
gostermistir. Eritrositlerin ¢inko ile inkiibasyonunun ardindan, ¢inkonun hiicrelerin hemolitik
direncini belirgin bir sekilde azalmaya yol actigim da saptadik. Caligmalarimiz, yiiksek
derisimde ¢inkonun insan eritrositleri icin toksik olabilecegini ve hemolitik direncin
degismesine neden olabildigini gostermektedir. Comet sonuglari, kontrolle karsilastirildiginda
yiiksek dozlardaki ¢inko, doz-bagimli olarak anlamli diizeyde DNA hasar1 olusturdu (p <0.05).
Bu ¢alismanin in vitro verileri yiiksek dozda ¢inko aliminin faydadan daha fazla zarara neden
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Cinko, Membran stabilizasyonu, Genotoksisite, Lipid peroksidasyonu

Effects of In Vitro Zinc Treatment on the DNA Damage, Lipid Peroxidation and
Erythrocyte Stability

Abstract: Zinc is a divalent transition ion essential for many physiological processes including:
the growth and cell division, metabolism, wound healing, immunity, reproduction, functioning
of taste and eyesight. The effect of zinc exposure on some properties of the human erythrocyte
membrane was studied in vitro. In addition, the alkaline comet assay was used to investigate
genotoxicity potential of the zinc in the peripheral blood lymphocytes. In this study, all the
various concentrations of Zn*" solutions showed quite weak efficacy to inhibit lipid oxidation in
dose dependent manner. We also detected that incubation of erythrocytes with zinc lead to the
marked decrease of haemolytic resistance of the cells. Our studies demonstrate that zinc at
higher concentrations may be toxic to human erythrocytes causing changes in the haemolytic
resistance. The comet results indicated a significant DNA damage at higher doses after
treatment with zinc when compared to controls showing a clear dose-dependent response
(p<0.05). The in vitro data of the present study suggest that high dosage intake of zinc may
cause more harm than benefit.
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1. Giris

Cinko 6zellikle 300'den fazla enzim ve 2000 transkripsiyon faktorii i¢in ko-faktor olarak
gorev yaptigindan insan sagligi i¢in gerekli minerallerden biridir. Cinko, demir ve
bakirdan farkli olarak redoks nétr bir elementtir ve biyolojik reaksiyonlarda Lewis asidi
gibi davranmaktadir. Cinkonun bu 0Ozelligi nedeni ile yapisal, Kkatalitik ve sinyal
bilesenleri olarak anahtar rol ilistlenmektedir. Cinkonun proteinler/peptitler ile yapisal
olarak iligkili oldugu, ilk olarak c¢inkonun insiilin ile birlikte kristallenmesiyle
dogrulanmustir [1]. Ilk bulunan "Cinko parmak" motifi, Xenopus'un transkripsiyon
faktorti TFIIA'dir [2]. Cinko parmaklar artik 20'den fazla yapisal olarak farkli modiil
grubuna ayrilmistir. Bu modiiller ¢esitli proteinler, lipidler ve niikleik asitlerle etkilesen
islevsel bir motif olarak bilinmektedir [3-5]. Katalitik fonksiyonlarda, ¢inko gliglii
Lewis asidi 6zelliginden dolay1 negatif yiikleri stabilize ederek enzimatik katalizde
onemli rol oynamaktadir [6].

Cinko, biitiin canl1 organizmalarda bir¢ok fizyolojik olaylar i¢in gerekli olmasinin yani
sira halk saghigr ve klinik anlamlilig1 bakimindan da olduk¢a dnemli olan bir esansiyel
eser elementtir. Cinko destegi i¢in son yillarda yapilan genis ¢apli randomize kontrollii
caligmalar, popiilasyonlarda ¢inko eksikliginin yaygin oldugunu ve bu duruma bagl
olarak olusan halk sagligi sorununun ¢dziimiinde ¢inko desteginin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Beslenme acisindan esansiyel elementlerin alim araliklari, alimin ¢ok
diisiik (eksiklik) veya ¢ok yiiksek (toksisite) oldugu durumlarda ortaya cikan saglik
tizerine olumsuz etkileri genellikle basit bir model ¢er¢evesinde tartisilmaktadir. Bir ¢ok
yerlesim birimlerini, popiilasyonlar1 ve arastirma dizaynlarini igeren ¢alismalarin ortaya
koydugu genel ortak kani, diyare, pnomoni ve biiylime bozuklugu goriilen hastalara
uygulanan ¢inko desteginin olumlu tepkiler ile iliskili oldugudur. Ayrica bu durum,
saglik masraflarinin karsilanmasinda bireysel veya toplumsal olarak fon eksikligi ile
karakterize edilen saglik sistemlerinin gecerli oldugu toplumlarda hafif ile orta siddette
cinko eksikliginin nispeten yaygin oldugu sonucuna yonelik temel kanitlar ortaya
koymaktadir [7].

Tahmini olarak ABD'de niifusunun % 151 ¢inkoyu diyet takviyesi olarak
kullanmaktadir [8]. Karigik bir diyetle beslenen saglikli yetiskinlerde ¢inko dengesi
olusabilmekte veya giinlik 11 mg ¢inko almmiyla da pozitif ¢inko dengesi
saglanmaktadir [9]. Cinko; et, baz1 sebzeler (fasulye ve nohut) ve fistik gibi gidalarda
bulunur. Coklu vitamin formiillerine eklenmesiyle, ¢inko alinimi tavsiye edilen giinliik
alinim degerlerinin birkag katina kadar ulasabilmektedir. Ayrica, alternatif dergilerde ve
kitaplarda tanitilan saglik yararlari nedeniyle de yiiksek miktarlarda ilave ¢inko
tilkketilebilmektedir. Bununla birlikte, kronik yiliksek doz c¢inkonun insan sagligi
tizerinde ne gibi etkileri oldugu acik degildir.

Giinlimiizde ¢inko preparatlarinin ¢esitli hastaliklar igin terapotik ajan olarak
kullaniminin yani sira besin destegi olarak da yogun tibbi kullanima sahip oldugu
bilinen bir gergektir. Ayrica ¢inko preparatlarinin kullanimi1 herhangi bir klinik
degerlendirme yapilmadan Ozellikle de c¢ocuklarda besin deste§i olarak da
kullanilabilmektedir. Calismamizda gereksiz veya asir1 ¢inko kullaniminin yani sira
cinko eksikligine bagli olarak ortaya cikabilecek patolojik durumlarin, toplum sagligi
tizerine etkilerinin hiicresel seviyede degerlendirilmesi amacglandi. Bu amag
dogrultusunda, in vitro ¢inko uygulamasinin genotoksik, oksidatif ve eritrosit membran
stabilizasyonu tizerine etkilerini ortaya koyarak, g¢inko fazlaligi ve eksikligine bagh
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olusacak olumsuzluklari tanimlama ve maruziyet ile sonug¢ arasindaki iliskiyi ortaya
koymay1 hedefledik.

2. Materyal ve Metot
2.1. Eritrosit membran stabilizasyonunun belirlenmesi

Eritrositlerin ozmotik frajilitesi Abad ve arkadaslarmin [10] yonteminde degisikler
yapilarak belirlendi. Kisaca, eritrosit paketi olusturmak i¢in saglikli kisiden alinan
heparinli kan 6rnegi 3000 rpm’de santrifiijlenerek plazma kismi atildi. Elde edilen hiicre
siispansiyonu Tirisin tamponlu tuz c¢ozeltisi (TBS) ile (146 mM NaCl; 20mM trisin
pH=7,4) 1:1 (v/v) oraninda seyreltilerek 3 kez yikandi. Her bir yikama ardindan 10
dakika 3000 rpm’de santrifiijlenerek siipernatan kisimlart atildi. Son yikamanin
ardindan elde edilen eritrosit paketi 1:1 oraninda TBS ile seyreltildi. Hazirlanan eritrosit
paketinden 100 pL (% 50 hematokrit) alinarak TBS-¢inko (138,56 mM NaCl, 7,64 mM
ZnS04, 20 mM tirisin, pH=7,4) ¢06zeltisinin ddH,O ile seyreltilmesi sonucu farkli
osmolaritede (300-33,33 mOsm/L) ve farkli ¢inko konsantrasyonlarinda hazirlanan 10
mL ¢ozeltilerine (40-0,078 ng/mL) ilave edildi. Tipler karistirildiktan sonra 37°C’deki
su banyosunda inkiibe edildiler ve her 15 dakikada bir yavasca karistirildi. Farkli zaman
araliklarinda (0-8 saat) tiipler yavasca homojenize edildikten hemen sonra 1600 x g ’de
10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrast olusan siipernatan kisimlar1 alinarak
spektrofotometrede (Shimadzu UV 1601, Japonya) 540 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okundu. Hemoliz yiizdesi, her durumda % 100 hemoliz degerine gore
hesaplandi. %100 hemoliz degeri erirositlerin soguk saf su i¢erisindeki hemolizi ile elde
edildi. Ozmotik frajilite egrisi, Origin® programi kullanarak Boltzmann denklemine
gore sigmoidal uygunluk ile olusturuldu. Calismamizda eritrosit membraninin osmotik
kararliliginin degerlendirilmesinde Hsp ve dX parametreleri kullanildi. Eritrositlerin %
50 hemoliz olmasini saglayan ozmolar konsantrasyonlar Hsy ve her bir analizde
kullanilan eritrositlerin tam lizizinden sorumlu tuz konsantrasyonundaki degisiminin %
ise dX temsil etmektedir. Hsp ve dX parametreleri hemoliz egrilerinden hesaplanmistir
(Sekil 1).

100 o ----

% Hemoliz

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Tuz konsantrasyonu (g/dL)

Sekil 1. Eritrositlerin tipik egrisi tuz konsantrasyonundaki azalma ile olugan tipik eritrosit hemoliz egrisi.
Veriler sigmoidal regresyon ile diizeltilmistir. Hsy, %50 hemolizi olusturmak igin gereken tuz
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konsantrasyonudur ve 4dX, rezidiiel degerden (Ap,) maksimum absorpsiyon degerine (Amaxx) gegis ile
iligkili %100 hemoliz igin gerekli olan tuz konsantrasyonundaki degisimdir.

2.2. Hy0, — Aracilikin lipit peroksidasyonu tayini

TBS-¢inko (138,56 mM NaCl, 7,64 mM ZnSQ,, 20 mM tirisin, pH= 7,4) stok ¢ozeltisi
kullanilarak degisen konsantrasyonlarda (40-0,078 ng/mL) ¢ozeltiler hazirlandi. Negatif
kontrol olarak TBS (146 mM NaCl; 20mM trisin pH=7,4) kullanildi. Degisen
miktarlarda ¢inko ihtiva eden tiiplere son hemoglobin konsantrasyonu 3g/dL olacak
sekilde eritrosit paketinden ilave edildi. Tiim seyreltmeler TBS ¢ozeltisi ile yapildi.

Hazirlanan ¢alisma ve kontrol tiipleri lizerine son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde
H,0; ilave edildi. Calisma tiipleri 37°C’de su banyosunda inkiibasyona birakildi.
Degisen zaman araliklarinda (0-16 saat) Stocks ve Dormandy’ye gére MDA tayini
yapildi [11].

2.3. Alkalin comet tayini (Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Alkalin tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE), farkli konsantrasyonlarda (40-0,039 pg/ml)
¢inko ile muamele edilen ve muamele edilmeyen lenfosit kiiltiiriinde genotoksisite
diizeyleri Nandhakumar ve arkadaslarinin metoduna gore belirlendi [12]. Ozetle, stok
TBS-¢inko ¢6zeltisinden (138,46 mM NaCl, 7,74 mM ZnSOg4, 20 mM tirisin, pH=7,4)
40-0,078 png/mL’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan her bir ¢ozeltiden sigara igmeyen
ve ila¢ kullanmayan saglikli kisiden elde edilen lenfosit hiicrelerinin {izerine 1 mL ilave
edildi. Negatif ¢oziicii kontrol olarak TBS (146,2 mM NaCl, 20mM trisin, pH= 7,4)
cozeltisi kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda c¢inko igeren lenfosit siispansiyonlari,
sadece TBS iceren negatif ¢oziicli kontrol lenfosit siispansiyonu ve pozitif kontrol
olarak TBS-H,0; igeren lenfosit siispansiyonu 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyonun ardindan tiipler santrifiijlenerek iist faz atild1 ve hiicreler PPS ile siispanse
edildi. Hiicre kiiltiirii stispansiyonundan 50 pL alinarak, uL 50 % 0.75’lik (w/v) diisiik
erime noktas1 agaroz (LMPA; Sigma-Aldrich) ile karistirildi. Ve % 1°lik (w/v) normal
erime noktali agaroz (NMPA; Sigma-Aldrich) ile kaplanmis slaytlara eklendi. Lamel
kapatilarak buzdolabinda agaroz katilasincaya kadar 15 dak. bekletildi. Lamlara ii¢lincii
tabaka olarak 100 pL LMPA yayildi ve lamel ile kapatilarak buzdolabinda agaroz
katilagincaya kadar 20 dak. beklendi. Lamlar, lizis ¢ozeltisi (2.5 M NaCl, 100 mM Na,-
EDTA, 10 mM Tris, %10 DMSO, %1 Triton X-100, pH=10) i¢inde 4°C’de 2 saat
bekletildi. Daha sonra taze hazirlanmis soguk elektroforez ¢ozeltisinde (90 mL 5 M
NaOH, 7.5 mL 0.2 M EDTA) 20 dak. bekletildi ve 30 dakika boyunca 24 V'de (300
mA) elektroforez yapildi. Notralizasyondan sonra (0.4 M Tris; pH 7.5), slaytlar 10
mg/ml etidyum bromiir ile boyandi ve Lamlar floresan mikroskobunda (Zeiss Axio
Imager Al). 400x, biiyiitme ile tarandi. Her bir ¢inko seviyesine maruz kalan 16kositler
icin en az 2 SCGE kayd1 hazirland1 ve toplamda 50 ¢ekirdek uygulama basina analiz
edildi (Open Comet software) [13]. DNA hasarmin degerlendirilmesinde Open Comet
ile elde edilen % kuyruk DNA’s1 parametresi kullanildi.

2.4. Istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel analiz IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA)
paket program kullanilarak yapildi. DMSO ile muamele edilen negatif kontrol, H,O ile
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muamele edilen pozitif control BHA ve sentez bilesikleri ile muamele edilen test
gruplarinin istatistiksel karsilastiriimast ANOVA (tek yonlii varyans) analizi ile yapildi.
Gruplar arasi farklilig1 ortaya koymak icin LSD post-hoc testi kullanildi. Biitiin degerler
ortalama = SD olarak ifade edildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi i¢in p<0.05 kabul
edildi.

3. Bulgular

Osmotik frajilite testi ile eritrosit membran stabilitesi ilizerine ¢inkonun etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanilan Hsp ve dX degerleri sirasiyla Sekil 2 ve 3’de verilmistir.

600

— 1. saat
2. saat

5504

500

H50 (gidL NaCl)

45071

400

T T T T T T T T T T
TBS (20 mh) 10 5 25 135 0,625 0,313 0,156 0,078 0,039
Zn konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 2. Farkli konsantrasyonlardaki ¢inko ile muamele edilen eritrositlerin zamana gore Hsy degerleri

Sekil 2 ve 3’deki verilere gore farkli konsantrasyonlarda ¢inko ile muamele edilen
eritrositlerin membran stabilitesi hem zamana ve hem de ¢inko konsantrasyonuna
bagimli olarak membran stabilitesinde azalma goriilmektedir. Ayrica, yiiksek (>0,313)
ug/mL ve diisiik (<0,078 ug/mL) ¢inko konsantrasyonlarinda eritrositlerin membran
stabilizasyonundaki azalma dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 3. Farkli konsantrasyonlardaki ¢inko ile muamele edilen eritrositlerin zamana gore dX degerleri
Eritrositlerin (3g/dL Hb) degisen konsantrasyondaki ¢inko (40-0,078 pg/mL) ile
muamelesinin ardindan H;0O, ile oksidasyonun indiiklenmesi ile elde edilen lipid
oksidasyonu degerleri Sekil 4’de gosterilmistir.

14
12 {/’\\ —#—Kontraol 1 (TBS)
—B—Zn (40 pgfml)

//J_j\ —%—Zn (20 pg/mL)

Zn (10 pgfmlL)

10

—#—Zn (5 pg/mL)

——Zn(25 pg/mL)

—+—2Zn(1.25 pg/mL}

——7n(0.625 ug/mL)
8 / ——— - Zn(0.313 pg/mL)

/ 7n (0156 pg/mL)
—=—7n (0.078 pg/mL)

MDA {nmol/g Hemoghbin)

—&—Kontrol 2 (TBS +H,0. )

0 2 4 6 B8 10 12 14 16 18
Zaman (Saat)

Sekil 4. Cinkonun H,0, aracilikli lipid oksidasyonu tizerine etkisi

Sekil 4’deki grafige gore c¢inko ve H,O, igermeyen eritrositlerin (kontrol 1) zamana
bagli olarak oksidasyonun arttig1 goriilmektedir. Cinko icermeyen ancak H,O; iceren
eritrositlerin ise zamana bagli olarak diger ¢inko igeren ve icermeyen Orneklere gore
lipid peroksidasyonu diizeylerinin digerlerine gore yiiksek ¢ikmistir. Cinko ihtiva eden
eritrosit siispansiyonlarinda ise lipit peroksidasyonu artan ¢inko konsantrasyonuna gore
azalma gostermistir.
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Sekil 5°deki grafige gore ¢inkonun konsantrasyona bagimli tarzda DNA hasari
olusturdugu goriilmektedir.
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Sekil S. Farkli konsantrasyonlarda ¢inko’ya maruz kalan lenfosit hiicrelerinden elde edilen % kuyruk
DNA kometi hata ¢ubuk grafigi. Sonuglar doz basina 100 comet skorlanarak degerlendirme yapilmistir.
Biitiin degerler pozitif kontroliin (H,O,) maksimum DNA hasari miktarina gore belirlenen goreceli
skorlaridir. Ayn1 hata gubuklari tizerindeki farkl {istsimgeler en kii¢iik anlamli farklar testine (LSD testi)
gore anlamli farkliliklardir.

4. Sonug¢ ve Yorum

Calismamizda farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ZnSO,’ilin eritrosit membran
biitiinliigi, lipit oksidasyonu ve DNA hasar1 {izerine etkileri sirasiyla osmotik frajilite,
MDA tayini ve comet teknigi ile degerlendirdik.

Cinko c¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ZnSO,’den hazirlanan farkli ¢inko c¢ozeltileri,
plazma ¢inko konsantrasyonlarinin, yas gruplarina, cinsiyete ve aglik durumuna goére cut
off degerleri gz Oniine alinarak hazirlanmistir ve ayrica hazirladigimiz ¢inko ¢ozeltileri
cinko eksikligi ve fazlaligt durumlarinda ortaya cikacak etkileri gozlemleyebilmek
acisindan da 10 fakli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir.

Cinko iyonlarinin neden oldugu membran hasarinin bir Olglisii olarak eritrosit
hiicrelerinin hemolitik direnci belirlendi. Sekil 1°de farkli inkiibasyon (1-8 saat)
ortamindaki ¢inko konsantrasyonundaki artisin (>0,156 pg/mL), hiicrelerin hemolize
daha duyarli olmasini sagladigim1 gostermektedir. Ayrica diisilk konsantrasyondaki
¢inko (<0,078 png/mL) ile inkiibasyona birakilan eritrositlerin hemolize duyarliliklarmin
arttigr gorildi. % 50 hemoliz olusturan NaCl konsantrasyonlari kontrolde 1. saatte
0,415+£0,006 olarak bulundu. Bu deger ve tiim ¢inko ile muamele edilen eritrosit
siispansiyonlarindaki degerlerden daha diisiik oldugu goze ¢arpmaktadir. Ayrica farkli
saatlerde yapilan Ol¢iimlerden elde edilen Hso degerleri kontrole gore ¢inko ile muamele
edilen eritrosit slispansiyonlarinda yiiksek oldugu bulunmustur. Calisilan kosullar
altinda, 0,156 pg/mL c¢inko ihtiva eden eritrositlerin digerlerine gore daha yliksek
hemoliz direnci gosterdikleri belirlendi (Tablo 1). Calismamizda yiiksek ve diisiik ¢cinko
konsantrasyonlarinda hemolizin artmas1 diger bir ifadeyle ¢inko iyonlarinin
eritrositlerin hemoliz diizeyine olan etkisi, ¢inko iyonlarimin Band 3 proteininin
sitoplazmik alanina baglanabilmeleri, anyon transport aktivitesini inhibe etme
yetenegine sahip olmalari [14] nedeniyle hiicreler ve hiicreleri ¢evreleyen medyum
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arasinda iyon degisiminin bozulmasina ve sonug olarak da hiicre hemolizinin artmasina
baglanabilir.

Sekil 2’de 40-0,078 pg/mL araliginda degisen konsantrasyonlarda hazirlanan ¢inko
cozeltilerinin H»O» indiiksiyonlu eritrosit lipit oksidasyonu iizerine zamana bagl etkileri
negatif kontrol ve pozitif kontrole gore degerlendirmesi goriilmektedir. Sekil 4’deki
verilere gore artan ¢inko konsantrasyonuna bagli olarak lipit peroksidasyonunda azalma
gozlenmistir. Caligmamizda eritrosit siispansiyonlarina enzim inhibitdrii olarak NaNs
ilave edilmemistir. Dordiincii saatte kadar yapilan MDA Olg¢iimlerinin yliksek ¢ikmasi
negatif ve pozitif kontrole gore degerlendirildiginde H,O, nin katalaz aracilikli elimine
edilmesindeki siirece bagli olabilecegini gostermektedir. Bir mikro besin olan ¢inkonun
eritrositlerde hidrojen peroksit-aracilikli lipit peroksidasyona bakildig1 bu ¢alismada
¢inkonun bir lipit peroksidasyonu iiriinii olan MDA nin olusumunu azalttig1 dolayisiyla
eritrositlerdeki oksidatif hasar1 6nlemede etkili oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Comet yontemi, besin maddeleri veya mikro besin maddelerinin genotoksik etkinin
belirlenmesi ¢aligmalarinda hassas, ekonomik, pratik, tek hiicrede DNA hasarin1 ortaya
koymas1 ve kisa siirede yapilabilmesi agisindan tercih edilen ve siklikla kullanilan
genotoksik testlerden biridir. Goriintii analizinde operator tarafindan segilen comet’ler
icin floresan parametrelerini degerlendiren c¢ok sayida yazilim paketi mevcuttur.
Yazilim paketlerinde comet’lerin degerlendirilmesinde en sik kullanilan parametreler,
kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruklarin goreceli floresan yogunlugu (normal olarak
kuyrukta DNA'min bir yiizdesi olarak ifade edilir) ve kuyruk momentidir. Ortalama
kuyruk uzunlugu, ilk belirleme asamasinda nispeten diisiik hasar seviyelerinde artis
gosterebildiginden ¢ok yararli degildir. Akabinde, kuyruk yogunlugu artar, ancak hasar
dozu arttik¢a uzunluk artmaz. Kuyruk uzunlugu arka plan {izerinde belirli bir asir
floresan yogunlugu ile tanimlandigindan, goriintii analizi programinin arka planina veya
esik ayarma da duyarlidir. Goreceli kuyruk yogunlugu parametresi, kirilma frekansi i¢in
dogrusal bir iligki ortaya koydugundan esik ayarlarindan nispeten etkilenmez ve
miimkiin olan en genis aralikta hasarin ayrimciligina imkan sagladigindan (teoride,
kuyrukta %0 ila %100 DNA) en yararli parametre olarak goziikmektedir. Bunun aksine,
kuyruk momenti parametresi (aslinda kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu {irtiniidiir)
doza gore dogrusal degildir ve comet goriinlimiine dair herhangi bir izlenim ortaya
koymaz [15].

Cinkonun lenfosit DNA’s1 iizerine etkileri ortaya koyma amaciyla yapmis oldugumuz
comet analizindeki ¢inko konsantrasyonlari, diisiik-normal ve yiiksek plazma g¢inko
seviyelerini yansitacak sekilde ayarlandi. Calismamizin verilerine gore; ¢oziicii
kontroliin (TBS) negatif kontrollere ve 5-0,078 pg/mL ¢inko ihtiva eden orneklere gore
yiiksek seviyede DNA hasar1 olusturdugu gozlenmistir. TBS’ye bagli DNA hasari
muhtemelen trisinden kaynaklanmaktadir ve 5-0,078 pg/mL ¢inko ihtiva eden 6rneklere
gore olusan DNA hasar istatistiksel olarak da anlamhdir (p<0,05). Yiiksek ¢inko
konsantrasyonunda (20-40 pg/mL) olusan DNA hasar1; konsantrasyona bagimli olarak
hem solvent ve hem de negatif kontrollerden yiiksek ¢ikmis olup, DNA hasarindaki bu
artis istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0,005). En diisiik DNA hasarina ise
0,313 pg/mL ¢inko konsantrasyonunda ulagilmigtir ve DNA hasarindaki azalma solvent
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur (p<0,05). Cinko
konsantrasyonunun 0,313 pg/mL’nin altinda oldugu durumlarda ise DNA hasar1 ¢inko
konsantrasyonundaki azalmaya bagimli olarak artis géstermistir.
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Cinko, ¢ok sayida makromolekiiliin yapisi ve fonksiyonunun yani sira 300'den fazla
enzimatik reaksiyon igin esansiyel bir elementtir. Insan viicudundaki toplam ¢inko
igeriginin 30 mmol (2 g) oldugu tahmin edilmektedir ve turnoveri tamamen homeostatik
kontrol altindadir. Diyetteki bu mikro besin maddesi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar,
cinko eksikliginin biiyiime yetersizligi, noropati, diyare, dermatit, hipotansiyon ve
hipertermi ile sonuglanabilecegini gostermektedir [16-18].

Cinko terapisi akrodermatitis enteropatika ve Wilson’s hastaligi olan bireylerde oldukca
basarihidir ve sagliga bagli yasam Kkalitesi lizerinde oldukg¢a etkilidir. Cinko
siiplementasyonunun olumlu terapotik cevaplar1 ¢cocuklarda akut diyare, kronik hepatit
C, Shigella enfeksiyonu, ciizzam, sark ¢ibani ve nezlede gozlenmistir. Cinkonun bu
yegane Ozellikleri insanlarda goriilen cesitli hastaliklarda anlamli olarak yararh
terapotik etkilere sahiptir. Ozellikle ¢inko eksikligi ile seyreden hastaliklarda immiin
sistem aktivitesinin bozulmasi, oksidatif stresin ve enflamatuar sitokinlerin tretiminin
artmas1 gibi ¢inko eksikligi-uyarimli degisiklikler klinik tabloyu daha da karmasik hale
getirebilmektedir. Oksidatif stres ve kronik enflamasyon eterosikleroz, c¢esitli
malignansiler, ndrolojik bozukluklar ve otoimmiin hastaliklar gibi bir¢ok kronik
hastalikta 6nemli nedensel rol oynamaktadir [19]. Diger taraftan asiri ¢inko alinimina
bagl olarak akut ve kronik ¢inko zehirlenmesi olusabilmektedir. Asir1 ¢inko hiicreler
icin toksiktir [20]. Dolayisiyla hiicresel ¢inko seviyesinin uygun ranjlar (0,1 ve 0,5 mM)
icersinde tutulmasi gerekmektedir [21].

Cinko, viicut sivilarinda ve hiicrelerde ¢inko (II) iyonu olarak bulunur ve redoks-inerttir
[22]. Yine de, antioksidan ozelliklere sahip oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir.
Cinkonun antioksidan ozellikleri dolayli olarak antioksidan gorevi gorebileceginden,
"pro-antioksidan” terimi daha uygundur [23]. Bununla birlikte, ¢inko, smirli ¢inko
konsantrasyonlar1 araliginda anti-oksidan fonksiyonlari kolaylagtirir. Bu araligin diginda
ise, ¢inko bir pro-oksidandir. Dolayisiyla da ¢inko eksikligi ve ¢inko asiriligi oksidatif
strese ve reaktif oksijen tiirlerinin fazla {iretilmesine neden olabilmektedir [24, 25].

Cinko eksikligine bagli oksidatif stresten sorumlu molekiiler mekanizmalar, pro-
antioksidan ¢inko fonksiyonlarinin stirdiiriilmesinin yetersizliginden
kaynaklanmaktadir. Cinko eksikliginde, genellikle c¢inkoyu baglayan ve ¢inko
tamponlamasina katilan hiicresel siilfidriller reaktif oksijen tiirleri olusturmak {izere
bakir ve demir ile tepkimeye girerler. Buna ek olarak, ¢inko eksikliginde antioksidan
savunmaya katilan metallotiyonein ve enzimlerin uyarilmas: sonucu durumu daha da
kotiilestirmektedir. Yiksek c¢inko konsantrasyonlarinda ise, ¢inko, tioredoksin ve
glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimleri ve reaktif oksijen tiirlerinde es zamanl
artiglarla birlikte mitokondriyal solunum zincirinin bilesenlerini (kompleks II ve III)
inhibe etmektedir. Ek olarak, yiiksek, uzun siireli ¢inko takviyesi, bir pro-oksidan olan
ikincil bakir eksikligine neden olabilmektedir [7].

Cinkonun anti-oksidan 0zelligi bir¢ok insan c¢alismalar1 ile ortaya koyulmaya
calisgtlmigtir. Saglikli erigkin goniilliilere 8 hafta boyunca 45 mg ¢inko/giin takviyesinin
oksidatif stres biyobelirteglerinde azalmaya yol agtigi bulunmustur [26]. Orta yash ya
da yagh gondilliilere 12 ay boyunca 45 mg ¢inko/giin verilmesi durumunda enflamatuar
biyobelirteglerde de azalma gorilmistir [19]. Cinkonun oksidatif stres veya
enflamasyon belirtecleri {izerindeki 1limli artis ve azalma hassasiyetini belirlemek i¢in
daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugu yapilan ¢alismalarda ifade edilmektedir.
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Cinkonun ayn1 zamanda ¢inko eksikligine bagli olarak olusabilecek DNA mutasyonlari
aracilifi ile kansere yol acabilecegi diisliniilmektedir. Bircok DNA onarim
mekanizmasinda ¢inko 6nemli yer tutmaktadir. Ornegin, tiimér siipresor proteini p53
diisiik hiicre i¢i ¢inko ile islev kaybina ugramaktadir ve DNA onarimi i¢in sorun
olusturmaktadir [27]. Cinko eksikliginde, oksidatif stres ve DNA hasarinda artma
meydana gelmektedir. Bu durum, artan DNA hasar1 ile birlikte yetersiz DNA onarim
mekanizmalar1 sinyali nedeniyle daha da kotiilesir. Deney hayvanlar1 ve insanlar
tizerindeki ¢aligmalar, asir1 ¢inko eksikliginin veya yetersizliginin DNA onarimini
bozdugunu ve DNA zincir kirikliklarmin sayisini arttirdigini  géstermektedir [28].
Yapilan diger c¢alismalarda, Cinko eksikligine bagl olarak DNA zincir kiriklarindaki
artisin ¢inko alimindaki degisiklikler ile ortaya ¢ikmis gibi goriinse de, bu kirilmalar
cinko eksikligi icin spesifik bir biyobelirte¢ olamayacagini ifade etmektedirler ve bu
duruma ilaveten kolin, folat ve niasin'in yetersizligi durumunda da DNA hasarinda artis
olabilecegi vurgulanmaktadir [29, 30]. Diger bir arastirici, 6zetle, kisilerin ¢inko ve
redoks durumunun birbirleri ile baglantili oldugunu ve bu baglanti durumunun ise
hastalik etiyolojisi ve patogenezinde 6nemli bir faktér oldugunu ileri siirmekle birlikte
¢inko durumunun oksidatif stres belirtecleri ile degerlendirmesinde ikincil veya ikame
faktorii olarak kabul edilmesi gerektigini ve bircok baska etkenin redoks durumunu
degistirdiginden, bu  oksidatif stres biyobelirteclerinin  ¢inko  durumunun
degerlendirilmesi igin spesifik olmadigini ifade etmektedir [7].

Tiirkiye’de cinko eksikliginin biiyilikliigiinii gosteren yaygin ve kapsamli arastirmalar
yoktur. Uluslararasi aragtirmalarda toplumlarin gelismislik durumlarina gore yetersiz
¢inko alimmin %9,3-%33,1 arasinda degistigi bilinmektedir. Bebekler, c¢ocuklar,
kadinlar ve yasl insanlar, yliksek besin gereksinimi veya riskli sindirim ve emilim
fonksiyonlar1 nedeniyle marjinal c¢inko eksikligi riski altinda olmasi1 oldukca
muhtemeldir. Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar, ¢inko siilfatin (ZnSQO,), doza
bagimli olarak, marjinal ¢inko eksikligi de dahil olmak fiizere ¢inko eksikliginin ve
fazlaliginin DNA hasarini arttirdigin1 dogrulamaktadir. DNA biitlinligiiniin bozulmasi
ise, bagisiklik fonksiyonu, kanser ve diger dejeneratif bozukluklarda yer alan cesitli
islemler {lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilir. Bununla birlikte, ¢inko eksikliginin
giderilmesinde yeterli ¢inko takviyesinin DNA biitlinliigli izerindeki bu zararl etkileri
tersine c¢evirdigi goriinmektedir. Bu ¢alismanin sonuglart ¢inko eksikligi, DNA
biitiinliigli, oksidatif stres ve DNA onarimi arasinda karmasik in vivo etkilesimlerin
oldugunu ve ¢inkonun DNA biitiinliigiiniin  korunmasinda rol oynadigim
gostermektedir. Ayrica, ¢inko ve ¢inko tuzlarinin eritrosit membrant ve DNA hasarin
uyarma etkisi goz Oniine alindiginda, ¢inko ve ¢inko bilesiklerine maruziyetin saglik
acisindan dikkate alinmasi gereken bir durum oldugunu gostermektedir.
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