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ONSOZ

Bir c¢ok besinsel, hormonal ve ¢evresel faktér kemirgenlerde olusturulan
tiimorlerin biiyimesini ve karsinogenezi etkiler. Serbest radikal siipiiriicii etkisine
ilave olarak melatoninin kanser biiylimesinin bir inhibitorii olabilecegi ileri
stiriilmektedir. Melatoninin giinliik uygulamasinin 6zellikle meme kanserinde timor
gelisimini engelleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Deney hayvanlarinda pineal
bezin cerrahi olarak ¢ikarilmasi metastatik yayilmaya ilave olarak primer timor

bliylimesini uyarir, oysa melatonin uygulamasi tiimdral biiylimeyi inhibe eder.

Kanser olgularinda diyetteki ¢inko eksikliginin bagisiklik fonksiyonlarini
bozarak azalmis T-lenfosit popiilasyonuna yol agtig1 gosterilmistir. Bu nedenle de
timoral olaylarda ¢inko uygulamasinin tiimor gelisimini Onleyici etkisine dikkat

cekilmektedir.

Diinyada kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlinlin meme kanseri oldugu
bilinmektedir. Tiimdr gelisiminin dnemli inhibitorleri olabilecegine dikkat c¢ekilen
melatonin ve ¢inkonun kombine ve ayr1 ayr1 uygulamalarinin DMBA ile
olusturulmus sigan meme kanserindeki bagisiklik parametrelerine olan etkilerinin

ortaya konulmasi konuyla ilgili orijinal bilgilere ulasmamizi saglayabilir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AA-NAT Aralkilamin N-asetiltransferaz

aMT6S 6-Stilfatoksimelatonin

CD Baskalagim Kiimesi(Cluster of Differantiation)
CRSD Sirkadiyen Ritim Uyku Bozuklugu

DMBA 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen

DNA Deoksiriboniikleik Asit

HIV Insan Bagisiklik Yetmezlik ViriisiitHuman Immunodeficiency Virus)
INF-y Gama Interferon

LOOH Lipit Hidroperoksitleri

NK Dogal Oldiiriicii Hiicreler(Natural Killer)

NOS Nitrik Oksit Sentaz

OH- Hidroksil Iyonu

PUFA Coklu Doymamis Yag Asidi

RNA Riboniikleik Asit

ROS Reaktif Oksijen Tiirleri

SCN Suprakiazmik Niikleus

TGF Transforming Growth Factor

TNF Tiimo6r Nekroz Faktor

ZIP Zrt ve Irt-Benzeri Proteinler



OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Sicanlarda DMBA ile Olusturulmus Meme Kanserinde Cinko ile Melatonin

Uygulamasinin Bagisikhik Parametrelerine EtKkisi

Saltuk Bugra BALTACI
Fizyoloji (T1p) Anabilim Dah
YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA-2017

Bu ¢alismanin amaci disi siganlarda giiclii bir immiinsupresdr ve kanserojen madde olan
DMBA (7,12-dimetilbenz[a]antrasen) ile olusturulmus meme kanserinde ¢inko ile melatonin
uygulamasinin bagisiklik parametrelerine olan etkilerinin aragtirilmasidir.

Calisma Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edilen
Wistar cinsi siitten yeni kesilmis disi si¢anlar iizerinde aymi merkezde gergeklestirildi. Caligma
protokolii ayn1 merkezin Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylandi. Toplam 42 adet sigcan
kullanilan arastirmada hayvanlar 5 gruba ayrildi:

Grup 1 (n:6) Kontrol, Grup 2 (n:6) DMBA Kontrol, Grup 3 (n:10) DMBA+Cinko Grubu,
Grup 4 (n:10) DMBA+Melatonin Grubu, Grup 5 (n:10) DMBA+Melatonin ve Cinko Grubu.

Grup 1 disindaki hayvanlara meme kanseri olugturmak i¢in kolza yag1 (kanola) icinde 80 mg/
kg dozunda 7,12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) gavaj yoluyla verildi. Cinko ve melatonin
uygulanan gruplara 5 mg/kg/giin dozunda ¢inko, melatonin ve ¢inkotmelatonin 4 hafta boyunca
verildi.

Deneysel uygulamalar takiben anestezi altinda hayvanlardan EDTA’1 tiiplere alinan taze kan
orneklerinde; lenfosit oranlari, T-Lenfosit alt tipleri, B lenfositler ile dogal 6ldiiriicii hiicreler olan NK
ve NKT hiicre yiizdeleri tayin edildi.

Uygulama yapilan gruplarda bagisiklik parametreleriyle ilgili hiicre tiplerinde, ozellikle
DMBA ile meme kanseri olusturulmus kontrol grubuna oranla 6nemli artis ortaya ¢iktr (p<0.05).
Lenfosit, total T-lenfosit ve CD4 lenfosit oranlarindaki en yiiksek artis ¢inko ve melatoninin kombine
uygulandig1 grupta elde edildi (p<0.05). Cinko uygulanan grup en yiiksek NKT hiicre yiizdelerine
sahipti (p<0.05).

Calismanin bulgular1 DMBA ile olusturulan meme kanserinde ¢inko ve melatonin
uygulamasinin bagisiklik parametrelerinde artisa yol agtigini gostermektedir. Bagisiklik
parametrelerindeki artis ¢inkotmelatoninin kombine uygulamasinda daha giiglii sekilde ortaya
¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bagisiklik; Cinko; DMBA; Kanser; Melatonin
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SUMMARY

REPUBLIC of TURKEY
SELCUK UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

The Effects of Zinc and Melatonin Supplements on the Immunity Parameters of

Rats with DMBA Induced Breast Cancer

Saltuk Bugra BALTACI

Department of Physiology (Medicine)

MASTER THESIS / KONYA-2017

The aim of the study was to determine the effects of zinc and melatonin supplements on the
immunity parameters of female rats with induced breast cancer. The breast cancer was induced by
the potent immuno-suppressor and carcinogenic substance 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene (DMBA).

The study was performed on recently weaned female Wistar rats obtained from Selcuk
University Experimental Medicine Research and Application Centre (SUEMRAC). The study was
also conducted at SUEMRAC. The study protocol was approved by SUEMRAC's Experiment
Animals Ethics Committee. There were a total of 42 rats studied, divided into 5 groups as follows:

Group 1 (n=6) Control, Group 2 (n=6) DMBA Control, Group 3 (n=10) DMBA + Zinc, Group 4
(n=10) DMBA + Melatonin, Group 5 (n=10) DMBA + Zinc & Melatonin.

With the exception of Group 1, the rats' breast cancer was induced by receiving a canola-oil-
mixed 7,12-dimetilbenz[a]antrasen DMBA 80 mg/kg dose via gavage.

Throughout four weeks, Groups 3, 4 & 5 received daily 5 mg/kg doses of zinc, melatonin,
and zinc+melatonin respectively.

Following the experimental application, the rats were anaesthetized and blood samples were
taken into tubes enhanced with EDTA. The fresh blood samples' lymphocyte rates, T-lymphocyte
subgroups, B-lymphocyte and natural killer cells NK and NKT were evaluated.

It was found that a notable increase occurred in the cell types related to the immunity
parameters in the supplemented groups; especially compared to the Control Group 2 in which breast
cancer was induced via DMBA (p<0.05).

The most significant increase in lymphocyte, T-lymphocyte and CD4 lymphocyte rates was
found in Group 5 -Zinc & Melatonin (p<0.05). The highest NKT cell rates were found in Group 3 -
Zinc (p<0.05).

The study's findings show that zinc and melatonin supplements have led to an increase in the
immunity parameters of rats with DMBA induced breast cancer. The most significant increase in
immunity parameters have occurred in the rats who received the combined supplements of zinc &
melatonin.

Key Words: Cancer; DMBA; Immunity; Melatonin; Zinc
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1.GIRiS

Hemen her enzim sinifinda bulunan tek metal olan ¢inko bagisiklik
sisteminde de kritik rol oynar (Baltac1 ve Mogulkoc 2012). immiin sistemde ¢inko
en fazla CD4 isaretli T-lenfositler tizerinde etkilidir. T4-lenfositleri Th-1 ve Th-2
olarak ikiye ayrilmaktadir. Th-1 IL-2 ve INF-y iiretimini saglarken; Th-2 humoral
immiiniteyi diizenlemektedir. Hatta Th-2’nin tirettigi bir sitokin olan IL-10 hem T-
hiicrelerini hem de NK hiicrelerinin INF-y sentezini inhibe ederek hiicresel
immiiniteyi olumsuz etkilemektedir. Bu olaylarda c¢inkonun etkisi hem Th-1
lenfositler hem de NK hiicreleri iizerinedir (Baltac1 ve Mogulkoc 2012). Cinko gibi
melatonin hormonu da bagisiklik fonksiyonlar1 {izerine direkt etkilidir (Baltac1 ve
Mogulkoc 2012). Melatonin T hiicrelerinin aracilik ettigi sitokin ekspresyonunu
artirir.  Melatonin verilmesi Th-1 hiicreleri {izerinden IFN-y, IL-2 ve TNF-a
salimimimi uyarir. Insan monositlerinde de benzer sekilde bahsedilen sitokinlerin
iiretimi melatonin tarafindan artirilir (Pandey ve ark 2015, Csaba 2016). Bircok
besinsel, hormonal ve c¢evresel faktér kemirgenlerde olusturulan tiimdrlerin
biliyiimesini ve karsinogenezi etkiler. Serbest radikal siiptiriicli etkisine ilave olarak
melatonin kanser biiyiimesinin bir inhibitorii olabilecegi ileri stirilmektedir (Ma ve
ark 2016). Melatoninin giinliik uygulamasiin 6zellikle meme kanserinde tiimor
gelisimini engelleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Vriend ve Reiter 2015).
Deney hayvanlarinda pineal bezin cerrahi olarak ¢ikarilmasi metastatik yayilmaya
ilave olarak primer tiimdr biiylimesini uyarir, oysa melatonin uygulamasi tiimoral
bliylimeyi inhibe eder (Vriend ve Reiter 2015). Kanser olgularinda diyetteki ¢inko
eksikliginin bagisiklik fonksiyonlarini bozarak azalmis T-lenfosit popiilasyonuna yol
actig1 gosterilmistir (Sangthawan ve ark 2015). Bu nedenle tiimdral olaylarda ¢inko
uygulamasinin tiimor gelisimini Onleyici etkisine dikkat ¢ekilmektedir (Sun ve ark
2016). Diinyada kadinlarda en sik goriilen kanser tiirinlin meme kanseri oldugu
bilinmektedir (Hao ve ark 2016). Giiglii bir immiinsupresér ve kanserojen madde
olan DMBA (7,12-dimetilbenz[a]antrasen)’nin si¢anlarda gavaj yoluyla uygulanmasi
meme kanseri modeli olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Bobrowska-
Korczak ve ark 2015, Skrajnowska ve ark 2015). Bu calismanin amaci da disi

sicanlarda giiclii bir immiinsupresdr ve kanserojen madde olan DMBA (7,12-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vriend%2520J%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26363225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reiter%2520RJ%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26363225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vriend%2520J%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26363225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reiter%2520RJ%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=26363225

dimetilbenz[a]antrasen) ile olusturulmus meme kanserinde ¢inko ile melatonin

uygulamasinin bagisiklik parametrelerine olan etkilerinin arastirilmasidir.
1.1. Melatonin

M.O. 3. yiizyil civarinda Herophilus tarafindan tanimlanan Pineal bezin
yapist Vesalius (1514-1564) tarafindan ayrintili bir sekilde incelenmistir. Fransiz
Filozof Descartes ise (1596-1650) pineal bezi ruhun merkezi olarak diislinmiistiir.
Hint felsefesine gore pineal bez daha gergekei ve derinlemesine gorebilen bir {igiincii
g0z olarak kabul edilmistir. Bununla beraber pineal bezden salgilanan temel hormon
olan melatoninin biyosentezi ve kimyasal yapist 1958’de Lerner tarafindan ortaya
konulmustur. Noroendokrin bir organ olan pineal bezden salgilanan melatonin
hormonunun etkilerinin baslangicta diisiiniildiigiinden ¢ok daha yaygin oldugu
anlasilmistir. Kirk yili agkin bir siire 6nce, melatoninin gece iiretim diizeninin
degismesinin fotoperiyodik tiirlerin yillik ¢ogalma dongiilerine isaret eden bir sinyal
oldugu bulunmustu. O zamandan beri, melatoninin etkileri, giinliik ritimler,
bagisiklik fonksiyonu, uyku, retinal fizyoloji ve genel endokrin islevleri ile de
iliskilendirilmistir. Ancak, son yillarda, “indol™lin etkin bir serbest radikal yok edicisi
ve antioksidan oldugu bulunduktan sonra, melatoninin etki alan1 daha da genislemis
ve tiimoral olaylarin engellenmesinde de potansiyel bir degeri olabilecegi
diisliniilmiistiir. En yaygin bilimsel tarama motoru olan PubMed taramasinda
melatonin anahtar kelimesiyle 21854 adet yayina ulasilmasi melatonin hormonunun

arastirtlmasina olan ilginin yaygin bir sekilde devam ettigini gosterir.
1.1.1. Melatonin Hormonunun Etkileri

Insan-dist memeli canlilarda melatoninin (N-asetil-5—-metoksi-triptamin)
mevsimsel iireme psikolojisi (Bartness ve ark 1993, Goldman ve Nelson 1993, Reiter
1993), 24 saatlik dongiide meydana gelen ritimsel degisiklikler (Armstrong 1989,
Redman ve ark 1993) ve bagisiklik fonksiyonlari {izerindeki (Maestroni 1993)
etkileri en iyi bilinirken; insanlarda en c¢ok “jet lag”in belirtilerini azaltmada ki
(Arendt ve ark 1986), 24 saatlik ritmisiteyi diizenlemedeki (Armstrong 1989)

yetkinligi ve uyku zamanini belirleme ile uykunun verimini artirict (Dawson ve



Encel 1993) etkileriyle 6n plana ¢ikmistir. Bu etkilerin yaninda, melatonin serbest
radikalleri yok etme yetenegine sahiptir. Bir serbest radikal ile bir yok edici
arasindaki etkilesim, bir “reseptor”iin yarari olmaksizin gerceklesir. “Indol” her
hiicreye ve goriliniiste tiim alt hiicresel bdlmelere kolayca girebildiginden,
melatoninin ¢ok yeni kesfedilen bu etkisi, organizmadaki her hiicrede melatoninin bir

islevi olduguna delalet eder (Reiter ve ark 1995, Reiter 1997).

Melatonin etki mekanizmasinda bir “membran reseptorler” ailesi klonlanmig
ve dagilimlar1 oldukga genis ve tiire 6zgli (Williams ve ark 1995, Shin ve ark 1996)
iken, bu reseptorlerin sinirsel konumlar1 da en ¢ok arastirilmak istenen konu
olmustur. Melatoninin organizmalardaki en temel islevlerinin bir bolimii ¢ok
muhtemelen membran reseptorleriyle etkilesimi sonucu yerine gelecektir ve
bunlardan hangilerinin melatoninin etkilerinin ¢esitli yonleri {izerinde belirleyici
oldugu da arastirilmaktadir. Iyi bir sekilde belgelenen melatonin membran
reseptorlerinin disinda, bir grup hiicrenin daha, c¢ekirdeklerinde melatonin igin
baglanma bolgelerine sahip olabilecekleri yoniinde kanitlar gdsterilmistir (Acufla-
Castroviejo ve ark 1994, Carlberg ve Weisenberg 1995). Eger durum bu sekilde ise,
melatoninin olas1 potansiyel genomik etkilerinin bir boliimiine bu niikleer bolgeler
aracilik etse bile, melatoninin etkisinin molekiiler mekanizmasindaki bilinmezlikler

sonug olarak devam edecektir (Carlberg ve Weisenberg 1995).

Melatoninin, reseptorlerle yaptigi etkilesime dayandigina siiphe duyulmayan
islevleri bulunmakta ise de, ilging olarak bu molekiiliin reseptorden bagimsiz etkileri
de olabilecegine dair giincel kanmitlar mevcuttur. Ornegin, hiicre ici melatoninin
kalmoduline baglandig: ileri siiriilmektedir (Huerto-Delgadillo ve ark 1994). Bu
hiicre i¢ci molekiilin 6nemi dikkate alindiginda, melatoninin bu molekiile
baglanmasinin kalmodulin bagimli “nitrik oksit sentaz” (NOS) aktivitesinde azalma
gibi etkilere yol agmasi - gergekten de yaptigi rapor edildigi tizere (Pozo ve ark 1994,
Bettahi ve ark 1996) - beklenebilir. Dahasi, civcivde, heniiz kesin bir nedensel iliski
gosterilememis olmakla beraber, melatoninin gece diizeylerindeki artigla sinirsel

NOS aktivitesi azalimi arasindaki giiclii bir iliski vardir (Reiter ve ark 1997).



1.1.2. Melatoninin Biyosentezi, Katabolizmasi ve Diizenlenmesi

Pinealositlerdeki melatonin biyosentezindeki enzimatik mekanizma ilk olarak
Axelrod (1974) tarafindan tespit edilmistir. Pineal bezden salgilanan baglica hormon
olan melatonin bir indol tiirevidir. Melatonin sentezi i¢in dncelikle triptofan amino
asidinin dolagimdan hiicre i¢ine alinmasi gerekmektedir. Melatonin Onciisii olan
triptofan, kanda 5-hidroksitriptofan araciligiyla serotonine doniistiiriiliir. Serotonin
sonra, ¢ogu durumda simgelendirilmis hiz sinirlayict enzim olan arylakylamine N-
asetiltransferaz (AA-NAT) tarafindan N-asetilserotonin formuna asetillendirilir. N-
asetilserotonin hidroksiindol-O-metiltransferaz tarafindan melatonine doniistiiriiliir
(Sekil 1-2). Melatonin yapimi, adrenerjik kontrol altindadir. Karanlikta, pineal bezde
melatonin sentezinin artmasi bez i¢indeki postgangliyonik sinir uglarindan
noradrenalin salgilanmasi ile miimkiin olmaktadir. Noradrenalin, pinealosit
membraninda baglica B1 reseptorleri tizerine etki ederek cAMP yapimini artirmak
suretiyle N-asetiltransferaz (NAT) ve dolayisiyla melatonin sentezini
hizlandirmaktadir (Pandi-Perumal ve ark 2006). Pineal melatonin iiretimi, giindiiz
boyunca diisiik seviyelerde ve gece boyunca yiiksek seviyelerle birlikte sirkadiyen
ritmi olusturur. Bu sirkadiyen ritim, organizmalarin giindiiz veya gece boyunca aktif
olduguna bakilmaksizin ¢ogu omurgalida devam eder (Claustrat ve Brun 2005).
Gozlerdeki melatonin sentezi, benzer bir sirkadiyen periyodu gosterir. Memelilerde
pineal melatonin biyosentezinin diizenlenmesine major sirkadiyen osilator igin,
retinadaki suprakiazmatik c¢ekirdekte (SCN) tasarlanarak, retinohipotalamik sistem
aracilik etmektedir (Pandi-Perumal ve ark 2006). Son zamanlarda melatonin
biyosentez enzimleri, insan lenfositlerinde tespit edilmistir ve yakinlara sentezlenen
melatonin muhtemelen immiin sistemin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Carrillo-
Vico ve ark 2005). Diger ¢esitli ekstrapineal bolgeler arasindaki melatonin sentezi
Ozellikle gastrointestinal sistemde Onem tasimaktadir. Gastrointestinal melatonin,
ozellikle yiiksek diyet triptofan seviyeleri etkisi altinda, dolasima serbest birakilabilir
(Pandi-Perumal ve ark 2006).
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1.1.3. Melatoninin Serbest Radikal Yok Etme Ozelligi

lanas ve arkadaslar1 (1991), melatoninin antioksidan potansiyelini ilk
kesfedenlerdi. Raporlarinda melatoninin, test tiiplindeki konsantrasyonuna baglh
olarak, antioksidan veya prooksidan aktiviteye sahip olabildigini ileri siirmiislerdi.
Melatoninin antioksidan etkileri defeatle teyit edilmis olmakla birlikte (Reiter ve ark
1995a, 1995b, Reiter 1997), “indol” iin herhangi bir prooksidan etkisiyle ilgili ¢ok
daha az bilgi mevcuttur. Antioksidan oldugu diisiiniillen maddelerin, belli kosullar
altinda, serbest radikal iiretimini fiilen tesvik edebilmeleri olagandisi bir durum
degildir. Bu tiir molekiillere iyi bir 6rnek C vitaminidir (askorbik asit) (Reiter ve ark

1997).

lanas ve arkadaslarmin raporundan (1991) 2 yil sonra, Tan ve arkadaslar
(1993), benzer bir test tiipli icindeki hiicre icermeyen sistemde, melatoninin hidroksil
radikalini (OH") nétralize etme yetenegini sinadilar. OH- (normalde organizmalarda
tiretilen en zehirli radikal oldugu genel kabul gérmektedir) ¢ok yiiksek reaktivitesi
dolayisiyla melatonin tarafindan yok edilmek iizere spesifik hedef olarak denemeye
tabi tutulmustu. Tan ve arkadaslar1 (1993) tarafindan gerceklestirilen ¢alismalarda,
melatoninin OH- radikalini ig¢ten biiyiime ile sentezlenen antioksidan olan
indirgenmis glutatyondan daha etkin ve bitkilerde bulunan bir antioksidan olan
“mannitol”’den daha iyi noétralize ettigi bulundu. OH- radikali yiiksek reaktivitesi
ylizilnden birgok molekiil tarafindan su yada bu o6l¢iide yok edilmesine karsin,
melatonin, Tan ve arkadaslarinin ¢aligmalar1 uyarinca (1993) 6nemli bir OH- radikali
yok edicisi olarak goriindiiglinden, esas yetenegi olan serbest radikal hasarina karsi
koruma saglama 6zelliginin anlasilmasi i¢in insan ve hayvan ¢alismalarindaki doku
hasarinin fiilen saptandigi ¢alismalar gergeklestirildi. Bu calismalarin yaymlanmis
raporlart, melatoninin ¢esitli dokular1 indiiklenen serbest radikal hasarindan
(Poeggeler ve ark 1993, Hardeland ve ark 1995, Reiter ve ark 1995, Reiter 1997),

muhtemeldir ki kismen de olsa OH- radikalini yok ederek korudugunu gostermistir.

OH- radikalinin dogrudan yok edilmesinin yaninda, “coklu doymamis yag
asitlerin” (PUFA) oksidasyonu sirasinda {iretilen “peroksil” radikalinin (LOO") de

melatonin tarafindan, E vitamininden daha yiiksek bir etkinlikte yok edildigi rapor



edilmistir (Pieri ve ark 1994). Bu bulgu, E vitamini (a-tocopherol) genellikle ilk akla
gelen lipid (yag) antioksidani oldugundan, ¢ok fazla ilgi toplamistir. Nitekim, eger
melatonin, LOO ve lipid peroksidasyonu ile miicadelede gercekten a-tocopherol’den
daha etkinse, bu 6zellik melatoninin 6nemli bir antioksidatif ajan olma islevini
kesinlikle destekleyecektir. Buna karsin, baska arastiricilarin raporlar1 melatoninin
peroksil radikali yok edicisi olarak E vitamininden daha iyi oldugunu gostermis
degildir. Nitekim, bu caligmalar1 baz alindiginda, Scaiano (1995) melatonin ve E
vitamininin LOO- yok etmede esit derecede etkin olabilecegini belirtirken, Marshall
ve ark (1996) melatoninin E vitamininden daha az etkin oldugunu iddia etmislerdir.
Son tahlilde, bu konuda sagladig: fayda hakkinda karar vermeden 6nce, melatoninin
dogrudan LOO-’ni yok etme yetenegine iligkin ilave ¢aligmalara gerek
bulunmaktadir; 6te yandan, melatoninin, bir lipid antioksidani olarak cok etkin

oldugu, ¢alismalarin ¢ogunda kanitlanmistir (Reiter 1995, Reiter ve ark 1995).

“Singlet” oksijen (*O2) (ciftlenmemis elektronu hi¢ yoktur), bir serbest
radikal olmamasina karsin, hiicrelerde zehirli etki yaratan reaktif bir oksijen tiirtidiir.
On bulgular, melatoninin, *O indiiklemek icin 15182 maruz birakilan, kiiltiirii
yapilmis “cerebellar” sigan noronlarinda meydana gelen hasar1 azaltmada etkin
oldugunu gostermektedir. Iki laboratuardan elde edilen kanitlar (Chan ve Tang 1996,
Marshall ve ark 1996), melatoninin, hypochlorous asidini de nétralize ettigini
gostermekte olup, bu etki, birka¢ indolaminler tarafindan ortaklasa yaratilmig
olabilir. “Hypochlorous” asidi, normalde, aktive olan lenfositlerde ve
“makrofajlar’da iiretilir. Biitiin bu bulgular, toplu halde, omurgali epifiz bezinin asli
salgis1 olan, melatoninin dogrudan serbest radikal yok etme etkisine isaret

etmektedir.
1.1.4. Melatoninin Niikleer DNA’y1 Koruduguna Iliskin Kamtlar

Tan ve arkadaglar1 (1993, 1994), melatoninin bir OH- radikali yok edicisi
oldugunu bildirmelerinden kisa bir siire sonra, digsaridan verilen melatoninin
karaciger niikleer DNA’sindaki -kimyasal bir kansorejen olan “safrole”
enjeksiyonundan sonra olusan- hasar1 azaltip azaltmayacagini arastirmak iizere bazi

insan c¢aligmalar1 tasarladilar. Genellikle serbest radikal igerdigi kabul edilen



mekanizmalar araciligryla DNA hasarina yol agtig1 i¢in, bu ¢aligmalarda “safrole”
kullanilmisti. Organizmada {iretilen tiim radikaller i¢inde, DNA’y1 kolaylikla ve
belki de 6rnegin, O2’e (Jaeschke 1995) oranla daha etkin bir sekilde tahrip eden
elbette OH- radikalidir. Tan ve arkadaslar1 (1993) melatoninin “safrole” ile birlikte
verilmesinin sigan karacigerinde Ol¢lilen DNA hasarim1 6nemli Olgiide azalttigini
buldular. Melatoninin DNA’ya sagladigi koruma kayda degerdi; hangi mekanizma
aracilifiyla saglandigi kanitlanamadigindan, bu koruyucu etkinin i¢inde melatoninin
serbest radikal yoketme aktivitesinin rolii bulundugu varsayildi. Bu ¢alismalar,
melatoninin safrole-indiiklemeli hasar1 m1 6nledigi veya daha ziyade DNA onarimini

mu1 indiikledigi konusunda bir ayrim saglayacak bir sonu¢ vermemistir.

Vijayalaxmi ve arkadaslar1 (1995a, 1995b, 1996), melatoninin serbest radikal-
indiiklemeli DNA hasarina kars1 potansiyel koruyucu etkisini aragtirmak iizere, daha
iyl anlasilmis bir model kullandilar. Cok yiiksek frekansli, yiiksek enerjili
radyasyonun DNA’nin molekiiler biitiinligiinii tahrip etmesini saglayan
mekanizmalarin, diger siireclerin arasinda, H>O’nun hemolitik boliinmesini ve sirasi
geldiginde, DNA tahribatina yol agan OH- radikal iiretimini i¢erdigi bilinmektedir.
S6z konusu DNA hasarinin hesaplanmasina yonelik birden ¢ok ydntem mevcuttur.
Vijayalaxmi ve arkadaslar1 (1995, 1995, 1996), insan kani lenfositlerinde bulunan
DNA pargalarinin sadece 150 cG iyonize edici radyasyona veya radyasyona ve ¢esitli
melatonin konsantrasyonlarma maruz birakilmasina olanak veren, c¢ok sayida
“sitogenetik” prosediirler kullandilar. Yazarlar bu ¢alismalarinda melatoninin iyonize
edici radyasyon 1simlanmasinin bir sonucu olan DNA anomalilerinin sayisini, doza
bagli olacak sekilde, azalttigi sonucuna vardilar. Bulgularinin ayrica, hayvanin
hayatta kalma siiresi baglaminda, radyokoruyucu etkilerle uyumlu olduguna da

dikkat ¢ektiler.

1.1.5. Onkostatik Madde Olarak Melatonin

Kan veya ekstraselliller sividaki melatoninin, gece sirasinda fizyolojik
dalgalanmasinin tiimdr baglatma ve/veya ilerlemesini kisitlayacagina dair kanitlar
bulunmaktadir. Cok sayidaki deneysel ¢alisma melatoninin genel onkostatik etkisi

i¢in ¢ok biiylik destek saglamistir (Blask ve ark 2005). Fizyolojik ve farmakolojik



konsantrasyonlarinin uygulanmasiyla melatonin, insan meme kanseri hiicre
hatlarinda MCEF, 6strojen-pozitif lizerinde artan bir inhibitor etki gostermistir. Hiicre
iiretim caligmalart bu konuda melatoninin etkilerinin, artan glutatyon seviyeleriyle
iligkili oldugunu gdstermistir (Blask ve ark 2005). Melatonin ayn1 zamanda hiicrenin
Ostrojen sinyal yolagimi diizenleyerek Ostrojen duyarli meme kanseri biiyiimesini
engeller (Hill ve ark 1999). Melatonin hiicre biiyiimesi iizerine etkisini; meme kanser
hiicrelerindeki 0Ostradiol reseptdriiniin transkripsiyonel aktivitesiyle gosterebilir
(Kiefer ve ark 2002). Melatoninin bir diger antitiimor etkisi, yag asidi aliminin
ozellikle linoleik asidin MTI1/MT2 bagimli inhibisyonu sonucu goriilen
hepatomlarda, onun mitojenik metaboliti olan 13-hidroksidekodionik asit olusumunu
engelleyerek antitiimdr etkisi gostermistir (Blask ve ark 2005). Cesitli calismalarda
melatonin, over kanseri hiicre hatlar1 (Petranka ve ark 1999), endometrium kanseri
(Kanishi ve ark 2000), insan uveal melanom hiicreleri (Hu ve Roberts, 1997, Hu ve
ark 1998), prostat tiimor hiicreleri (Gilad, 1999) ve intestinal tiimorleri i¢ine alan
cesitli timor hiicrelerine karsi (Anisimov ve ark 1997, Anisimov ve ark 2000)
onkostatik etkileri oldugu gosterilmistir. Melatonin ve sisplatin etoposid birlikte
uygulanmas1 metastik nonsmal hiicreli akciger kanseri olan hastalarda, hem yasam
siiresini hem de kalitesini artirmistir (Lissoni ve ark 2003). Melatoninin kanser
ilerlemesiyle ilgili objektif yararlarinin disinda miyelotoksisite ve antitimor
tedavileriyle iliskili lenfositopeniyi diizelterek subjektif yararlar da saglar ve bdylece
hastalarin yasam kalitesini artirir (Vijayalaxmi Thomas ve ark 2002). Melatonin
cogunlukla in vivo ve in vitro ¢alismalarda anti-karsinojenik ve tiimdr gelisimini
onleyici etkileri olmasina ragmen bazi caligmalarda tiimor gelisimini artirabildigi

gorlilmiistiir (Anisimov 2003).

Oksidatif stres karsinogenezisin baslamasi, artmasi ve ilerlemesinden sorumlu
tutulmaktadir (Klaunig ve ark 1998). Melatoninin anti-karsinojenik aktivitesi, temel
olarak antioksidan ve serbest radikal temizleme ozelliginden dolayr mutagenezi
azaltir (Karbownik ve ark 2001). Melatonin salgilanmasi cesitli tipteki kanser
hastalarinda bozulmustur (Grin ve Grunberger 1998, Bartsch ve Bartsch 1999).
Kanser hastalarindaki melatonin konsantrasyonlarinin kapsamli degisimleri,

hastaligin artmasiyla iligkili olan nedenlerin tanimlanmasi gerekmektedir. Gece



vardiyasinda ¢alisan hemsirelerde kolerektal kanser veya meme kanseri insidansinin
artmasimin nedeni, bu kisilerde geceleri 1s18a maruz kalma sonucu melatonin
salgisinin azalmasiyla iliskili oldugu gosterilmistir (Schernhammer ve Schulmeister
2004). Bu hipotez en son yapilan deneysel ¢alismayla desteklenmistir (Blask ve ark
2005). Her 12 saatlik karanlik fazda, artan yogunluklardaki beyaz florasan 1s18ina
maruz kalan hepatomlu ratlarda veya meme kanseri olan kisilerde, gece melatonin
kan seviyeleri ve tiimdr biliylime stimiilasyonu doza-bagimli olarak baskilandigi
gosterilmistir (Blask ve ark 2005). Blask ve arkadaslar1 (2005) bahsedilen
caligmalarinda 12 saglikli premenopozlu denekden 3 farkli zaman diliminde kan
ornekleri almiglardir. Denekler; giindiiz boyunca, giines batmasindan sonraki 2 saat
boyunca ve gece 23:00 sonrasini izleyen 90 dakika boyunca parlak florasan 1518a
maruz birakildilar. Alinan kan 6rnekleri daha sonra gelisen tiimorlere dogru direkt
olarak pompalanmistir. Tiimor biliylimesinin en yavas oldugu karanlik donemde
goniilliilerden toplanan melatonin seviyelerinin yiiksek oldugu kan orneklerindeki
sonuclar oldukca ilgi cekicidir. Zira gece salgi diizeyi artan melatonin meme
kanserindeki tiimor biiylimesini engellerken, yine gece parlak floresan 1s1ga maruz
kalan deneklerde melatonin hormonunun tiimor engelleyici etkisi inhibe edilmistir.
Bu sonuglar gece tiimor biiylimesindeki azalmanin melatonin hormonunun salgi

diizeyiyle yakin iligkili oldugunu gosterir (Blask ve ark 2005).
1.1.6. Melatoninin immiinomodiilatér Fonksiyonu

Son yillarda yapilan g¢alismalar melatoninin, immiinomodiilatoér role sahip
oldugunu gdostermistir. Maestroni ve arkadaslari, melatonin sentezinin inhibisyonu
sonucu farelerde humoral ve hiicresel yanitin azaldigini gostermistir (Maestroni ve
ark 1986). Eksojen melatonin alimi stres olaylar1 veya ila¢ tedavisinde, fareleri
6limciil ensefalotik virlislerden koruyarak immiin yetmezlikleri oOnledigi
gosterilmistir (Maestroni 2001). Melatonin ayrica kanser kemoterapotik ajanlarin
toksik etkisinden, hematopoetik prekiirsér hiicreleri korudugu gosterilmistir
(Maestroni ve ark 1994). Sitokin yanitlariyla ilgili melatoninin insan periferal kan
mononiikleer hiicrelerinde IL2 ve IL6 iiretimini artirdigi (Garcia-Maurino ve ark

1997), ayn1 zamanda insan monositlerini aktive ederek 1L12 ve IL-2 {iretimini tesvik
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ettigi rapor edilmistir (Garcia-Maurino ve ark 1999). Lenfoid hiicrelerdeki spesifik
melatonin reseptorlerinin varligl, immiin sistemin diizenlenmesinde melatoninin
dogrudan bir etkisi olduguna kanittir (Gonzalez-Haba ve ark 1995, Carrillo-Vico ve
ark 2003). Melatoninin bagisiklik artiric1 etkisi yalnizca onun sitokin iiretimini
artiric1 6zelligine bagl degildir, ayrica onun antioksidan ve anti-apoptotik etkilerine
de baghdir (Srinivasan ve ark 2005). Melatonin insanlarda, lenfosit hiicrelerindeki
IL-2 iiretimini stimiile ederek otokrin veya parakrin yollardan sentezlenir (Carrillo-
Vico ve ark 2004). Gece melatonin seviyeleri T-helper hiicrelerinin ritmiyle
korelasyon gostermistir ki, melatonin tedavisi ratlarda CD4+ hiicre sayisini
artirmistir (Castrillon ve ark 2000). 77 HIV-1 enfekteli bireylerde yapilan kohort
caligmasinda, serum melatonin seviyeleri ve IL-12 arasinda korelasyon goriilmiistiir
(Nunnari ve ark 2003), HIV-1 enfekteli bireylerde bulunan azalmis serum melatonin
seviyeleri T-helper 1 immiin cevabin bozulmasina neden olabilir (Castrillon ve ark
2000). Melatonin hiicre i¢i glutatyon iiretimini stimiile eder, onun bagisiklik artirici

etkisi glutatyon seviyelerindeki etkisinin sonucu olabilir (Urata ve ark 1999).

Melatoninin immiin artiric1 etkileri ¢esitli hayvan tiirlerinde ve insanlarda
gosterilmistir (Carrillo-Vico ve ark 2005, Pandi-Perumal ve ark 2006). Melatonin
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilir, 6zellikle romatoid artiritli
hastalarda gece melatonin serum seviyelerinin saglikli kontrollere gore daha yiiksek
oldugu gorilmiistiir (Maestroni ve ark 2004). Kisin yiiksek enlemlerde oto-immiin
hastaliklarin artmig prevelansi, uzun gecelerde melatoninin artmis bagisiklik uyarici
etkisine bagli olabilir (Esquifino ve ark 2004). Melatoninin, bagisiklik sistemine
zaman-bagimli sinyal sagladig: ileri stiriilmiistiir. Son yapilan bir ¢alismada, in vivo
kosullar altinda (yani aliiminyum hidroksit sonrasinda antikor titrelerin artmasi)
melatonin eklenmesi, tanimlanmig T-helper 2-tabanli immiin cevabi artirdig
bulunmus ve bdylece melatonin yeni bir adjuvant immiinomodiilatér ajan potansiyel

0zelligi oldugunu gdstermistir (Regodon ve ark 2005).
1.1.7. Hipnotik Olarak Melatonin

Melatonin, saglikli insanlar dahil diurnal hayvanlarda uykuyu iyilestirir

(Zhdanova 2005). Insanlardaki endojen melatoninin gece sirasinda artmasi ve uyku
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stiresi arasindaki yakin iligski, melatoninin uykunun fizyolojik diizenlenmesinde rolii
oldugunu gostermektedir (Dijk ve Cajochen 1997, Zhdanova ve Tucci 2003, Pandi-
Perumal ve ark 2005). Gece endojen melatonin artis1 ve ‘uyku kapisinin agilmast’
arasindaki zamansal iliski, bir¢ok arastirmaciyr melatoninin uykuyu kolaylastirdigini
gostermek i¢in harekete gecirdi (Lavie 1997, Sack ve ark 1997). SCN’deki MTI

reseptorler, muhtemelen bu etkiye aracilik eder.

Glin igerisinde melatoninin (0,1-3 mg) oral alimi1 saglikli insan deneklerinde,
gece boyunca gozlenen dolasimdaki melatonin seviyelerinin artmasiyla uykuya
neden oldugu bulunmustur (Dollins ve ark 1994). Insomniyali hastalara 6 ay boyunca
(3mg oral alim1) melatonin verilmesi uyku kalitesini, siiresini artirarak ve uykuya geg

baslamay1 azaltarak hipnotik tedaviye katki saglar (Siegrist ve ark 2001).

Endojen melatonin iiretimindeki azalma, uyku hastaliklarinin efektif eksojen
melatonin tedavi i¢in bir 6n kosul olarak goriilir. Son zamanlarda uyku
bozukluklarinda eksojen melatonin destegiyle ilgili gerceklestirilen klinik ¢alismada,
cesitli yas gruplarinda melatoninin uyku kalitesi, verimliligi veya ge¢ uyumayi
tedavi edici etkileri basarisiz olmustur (Buscemi ve ark 2006). Buna karsin,
Brzezinski ve arkadaglari tarafindan, cogu yash olan 284 denek iizerinde 17 farkli
yontem kullanilarak gerceklestirilen arastirmada, melatoninin uyku verimliligini
artirmada ve uykuya baglangi¢ zamanini azaltmada etkili oldugu sonucuna
varilmigtir (Brzezinski ve ark 2005). Bu meta-analizlere dayanarak, uyku bozuklugu
tedavisinde eksojen melatonin kullanimi, melatonin eksikligi olan yagh bireylerde

onerilir.
1.1.8. Kronobiyotik Molekiil Olarak Melatonin

Melatonin, hem viicut ritmini stabilize eden hem de gii¢lendiren bir endojen
diizenleyici olarak davranir (Dawson ve Armstrong 1996). Bu yiizden, viicudun
biyolojik saatini ayarlayan bir 'kronobiyotik' olarak adlandirilir. Buna ilk kanit
olarak 2 mg eksojen melotoninin, endojen sirkadiyen ritmi regiile ettigi, erken
uyumay1 saglayici ve/veya uykunun verimini artirict etkisini gdsteren rapor ornek

olarak verilebilir (Arendt ve ark 1985). Lewy ve arkadaslar1 (1992) oral melatonin
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takviyesinden sonraki dort gilin i¢inde, los 151k altinda melatoninin gece salgi
diizeyinde goriilen artisin daha erken ortaya c¢iktigini gostermislerdir. Lewy ve
arkadaslar1 (1992)’nin bu raporundan sonra, eksojen melatonin aliminin, uyku, viicut
1s1s1, endojen melatonin ve kortizol dahil olmak {izere viicut ritminin zamanlamasini
da degistirdigi gosterilmistir (Arendt ve Skene 2005). Sirkadiyan ritm bozuklugu
olan veya gece vardiyasinda ¢alisan insanlarda Smg melatonin desteginin, biyolojik
saat ritmini ilerlettigi bildirilmistir (Deacon ve Arendt 1995). Yine benzer
arastirmalardan birinde, 1.5 mg eksojen melatoninin uyuma siiresini degistirmeden,
uyku saatini diizenlediginin (Rajaratnam ve ark 2004), ortaya konulmasi,
melatoninin uyumay1 saglayici etkisinden daha ¢ok, uyku zamaninin belirlenmesinde

etkili oldugunu gosterir.

Melatoninin faz degistirme etkisi, onun uygulanma zamanina baglidir.
Melatoninin aksam ve gecenin ilk yarisinda alimmasi sirkadiyen ritmi ilerletirken,
gecenin ikinci yarisinda ve sabahin ilk saatlerinde alinmasi fazin gecikmesine neden
olur. Bu etkileri olusturan melatonin dozu 0,5 ile 10 mg/giin arasindadir (Lewy ve
ark 1992). Faz ilerlemesinin ve gecikmesinin biiylikligli aliman doza baglhdir
(Deacon ve Arendt 1995). Melatonin, plasentayir gectigi anda fetusun biyolojik

saatinin diizenlenmesinde de aktif rol oynayabilir (Claustrat ve ark 2005).

Melatonin deste§inin sirkadiyan ritmi degistirici etkisi, SCN'de MT2
reseptorlerinin bulunmasiyla iligkilendirilir (Liu ve ark 1997). Zaten melatoninin
kronobiyotik etkisinin SCN’deki elektriksel ve metabolik aktivitesinden
kaynaklandig1 hem in vivo, hem de in vitro olarak gosterilmistir (Pevet ve ark 2002).
SCN'ye direkt olarak melatonin uygulanmasi, melatonin piklerinin sikligini 6nemli
derecede artirir, dolayisiyla melatoninin biyolojik saati ilerletici etkisine ek olarak
salimim siklig1 da direkt olarak etkilenir (Pevet ve ark 2002). Buna ragmen amplitiid
modiilasyonu, SCN’deki saat gen ekspresyonuyla ilgisiz gibi goriiniiyor (Poirel ve

ark 2003).
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1.1.9. Depresyonda Melatonin

Bir¢ok c¢alisma, depresyonlu hastalarda melatonin seviyelerinin degistigini
gostermistir. Ruhsal bozuklugu olan hastalarla ilgili melatonin ¢aligmalari, birgok
arastirmada konu edilmistir (Srinivasan ve ark 2006). Bu arastirmalarin ¢ogunda
major depresif bozuklugu olan hastalarda melatonin artiglarinin olmasia ragmen,
melatonin seviyelerinin diisiik oldugu gorilmiistiir (Rubin ve ark 1992, Crasson ve
ark 2004). Melatonin faz-degisimi major depresif bozuklugunda 6nemli bir 6zelliktir
ve diisiik melatonin seviyesi depresyon i¢in ‘trait marker’ olarak tanimlanmigtir
(Beck-Friis ve ark 1985). Bir grup bipolar depresif hastalarda iyilesme siireci
boyunca, melatonin salgisinin diisiik seviyede oldugu bulunmustur (Souetre ve ark
1989). Aslinda, melatonin salgisinin biiyiikliigii bipolar hastalarda ‘duruma bagimlr’
oldugu belirlenmistir (Mayeda ve ark 1998). Antidepresan kullanan major depresif
bozuklugu olan hastalarin tedavisinde, klinik durumunun ilerlemesiyle birlikte
plazma melatonin seviyeleri ve lriner aMT6S (6-Siilfatoksimelatonin) atiliminin
arttigin1 gostermistir (Venkoba Rao ve ark 1983, Thompson ve ark 1985, Golden ve
ark 1988). Melatonin, ruhsal bozukluklar tedavisinde terapdtik ajan oldugu icin
CRSD (Sirkadiyen Ritim Uyku Bozuklugu) tedavisinde basarili olmustur (Matsubara
ve ark 2003). 3mg melatonin tedavisi, uykuyu 6nemli 6l¢tide iyilestirir fakat depresif
bozukluklarin klinik durumunu iyilestirmemistir (Dolberg ve ark 1998). Bu
caligmalardan, agomelatine yeni bir melatoninerjik antidepresan olarak ortaya ¢ikmig
ve depresyon tedavisinde kullanilabilecegi kanitlanmistir (Den Boer ve ark 2006).
Agomelatin, MT1/MT2 melatonin agonist ve secici antagonisti olan 5-HTac
reseptorii, depresyonlu birgok hayvan modellerinde aktif oldugu kanitlanmistir (Den

Boer ve ark 2006).
1.2. Cinko

Cinko demirden sonra viicutta en ¢ok bulunan ve viicuttaki proteinlerin
%10"unun baglandig1 bir mikro besin elementidir. Cinko serbest halde Zn*? olarak
bulunmakla birlikte, bir¢ok yapiyla bag kurarak, bu yapilara gorevlerini
yapabilecekleri 6zellikler kazandirmaktadir. DNA polimeraz ve RNA polimeraz gibi
7200 enzim (Mason 2016); TFIIIA, GATA 6 ve DM gibi bir¢cok parmak proteini
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(Laity ve ark 2001); insan prolaktin (hPRL) ve biiylime hormonu (hGH) gibi bir¢ok
hormon (Voorhees ve ark 2011) ¢inkoyu baglayarak gorevlerini yapabilecekleri

ozellikler kazanirlar.

Cinko kemik, kas ve kikirdak dokunun gelisimi i¢in gereklidir. Cinko kemik
hiicrelerinden osteoblastlarin aktivitesini artirmakta, osteoklastlarin aktivitesini ise
inhibe etmektedir (Hie ve Tsukamoto 2011). Cinko osteoblastik hiicrelerde hiicresel
ploriferasyonu, alkalen fosfataz aktivitesini ve kollojen sentezini uyararak osteogenik
etkiyi gelistirebilir (Seo ve ark 2010). Cinkonun eksikligi durumunda ise bu
dokularda 6nemli bozukluklar ortaya ¢ikmakta ve gelisimleri sekteye ugramaktadir.
Miyotonik distrofi tip II (Raheem ve ark 2010) ve Ehlers-Danlos sendromu (Fukada
ve ark 2008) gibi bag dokuyla iliskili hastaliklar ¢inkoyla da iligkilendirilmektedir.

Cinko bir néromodiilatér ve ndrotransmiter olarak gorev almaktadir. Cinko
sinir hiicrelerinde presinaptik alandan salinmakta ve postsinaptik alanda etki
gostermektedir (L1 ve ark 2001). Cinko bu nedenle 6grenme ve hafizayla
iligkilendirilmektedir (Tamano ve ark 2016). Cinkonun eksikligi ise sinir sistemiyle
ilgili olarak O6grenme giicliigli, hafiza kaybi1 ve depresyona neden olmaktadir

(Tassabehji ve ark 2008, Adlard ve ark 2010).

Bagisiklik sistemiyle ilgili olarak c¢inko Onemli etkilere sahiptir. Cinko
eksikligi T hiicrelerinin yiizdesinin ve NK hiicrelerinin litik aktivitesinin azalmasina

neden olur (Daaboul ve ark 2012). ZIP 14 KO (ZIP 14 geni baskilanmis) farelerinde

ise IL-6 seviyesi ciddi sekilde azaldigi rapor edilmistir (Aydemir ve ark 2012).

Cinkonun apoptozis Tlzerindeki etkisi tartisilmaya devam edilmektedir.
Cinkonun apoptozisi uyardigini ifade eden calismalar olmakla beraber, apoptozisi
inhibe ettigini ifade eden calismalar da bulunmaktadir. Cinkonun apoptozisi
Onledigine dair ¢aligmalar bunu daha cok iiretimi inhibe edilen kaspaz 3 ve kaspaz
8’¢ baglamaktadir (Smith ve ark 2012, Pourhassanali ve ark 2016). Cinkonun
apoptozisi uyardigina dair ¢alismalar ise bunu daha ¢cok ERK (Ekstraselliiler sinyal
diizenleyici kinaz)'nin inaktivasyonuna ve mitokondri iizerinden gerceklesen

sitokrom c iiretimine dayandirmaktadir (Pang ve ark 2013).
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ZIP ve ZnT olmak iizere iki ¢inko tastyici protein ailesi bulunmaktadir. ZiP
protein ailesi ekstraselliiler alandan ve hiicre i¢i kompartmanlardan sitozole ¢inko
tasir. ZnT ise sitozolden hiicre i¢i kompartmanlara ve ekstraselliiler alana ¢inkoyu
tagir (Kimura ve Kambe 2016). Bu proteinlerle ilgili herhangi bir dogal mutasyon
veya bu protein genlerinin laboratuvar ortaminda baskilanmasi ¢inkonun viicuttaki
isleviyle ilgili olarak 6nemli bilgiler saglamaktadir. Ayni sekilde bu tastyici protein

genlerinin mutasyonu bir ¢ok hastaligin patogenezinde rol oynar.

Cinko canli i¢in bir mikro besin elementidir ve hiicre i¢in hayati faaliyete
katilmaktadir. Cinko canli i¢in 6nemli olmasiin yaninda hiicrede gereginden fazla
bulundugunda toksik etkilere yol agmaktadir (Kao ve Rusyniak 2016). Bu toksik
etkilerin olugmasini engellemek i¢in, ¢inko ya hiicre disina atilmakta ya hiicrede
cesitli vezikiiller de depo edilmekte veya bazi protein ve bilesiklerle birlestirilerek
toksik etkileri ortadan kaldirilmaktadir (Beyersmann ve Haase 2001). Cinkonun
toksik etkilerinin ortadan kaldirilmast ve onunla birlestirilmesi igin {iretilen

proteinlere metallotioninler denir (Nakashima ve Dyck 2009).

Cinko hiicrede tek basina ve dogrudan etkilere sahip olmakla birlikte, baska
besin elementleri ve hormonlart da etkilemekte ve komplike etkiler ortaya
¢ikarmaktadir. Cinkonun emilimi Co*?, Ni*?, Cu*?, Fe™?> ve Cd*? gibi iki yiikli
iyonlar tarafindan inhibe edilmekte, Ca*? ve Mg*? gibi iyonlardan ise
etkilenmemektedir (Colvin ve ark 2003). Overektomili ratlara ¢inkonun saglanmasi,
azalan kalsiyum ve fosfati restore etmektedir, borun saglanmasi ise ¢inkonun oranini
yiikseltmektedir (Yazici ve ark 2011, Baltaci ve ark 2014). Cinko eksikligi olan
ratlarda 6nemli oranda melatonin eksikligi oldugu, ¢inko saglanan gruplarda ise
melatonin oraninin 6énemli oranda yliksek oldugu gozlenmistir (Bediz ve ark 2003).
Melatonin saglamanin ise diyabetten sonra diisen karaciger ¢inko diizeyini 6nemli
oranda iyilestirdigi bulunmustur (Bicer ve ark 2015). Dort hafta gibi uzun bir siire
3mg/kg/glin melatonine maruz kalma ise testis gibi dokulara zarar vermekte,

cinkonun saglanmasi ise bu tahribatin 6niine gegcmektedir (Tuncer ve ark 2011).
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1.2.1. Cinkonun Bag Doku ve Kil Gelisimi Uzerindeki Etkisi

Kemik, kikirdak ve yag doku bag dokunun alt tiplerini olusturmaktadir
(Kierszenbaum ve Tres 2015). Bag dokunun en 6nemli yapi tasi kollojenlerdir.
Prokollojenler diiz endoplazmik retikulum i¢inde prolin ve hidroksiprolin
hidroksilasyonuna ugrayarak kararli bir hale gelirler (Merrett ve ark 2012). Viicutta
en ¢ok kemik ve kasta bulunan ¢inko, kollojenin pargalanmasini inhibe etmektedir
(Nakashima ve Dyck 2009, Osorio ve ark 2011). Kollojenler ayn1 zamanda gelisim
siiresince ¢inko bagimli endoproteinler olan kollejenazlar tarafindan da yeniden

diizenlenir (Lovejoy ve ark 1994, Kierszenbaum ve Tres 2015).

Fibroblastlar cilt, tendon ve ligamentlerin matriksini {ireten hiicrelerdir.
Fibroblastlar bu matriks elemanlarindan proteoglikanlari, glikoproteinleri ve kollojen
ve elastinin oncii maddelerini sentezlemektedir (Kierszenbaum ve Tres 2015). Cinko
aspartat 16 uM'lik konsantrasyonda hiicre kiiltiirii ortaminda insan fibroblast

proliferasyonunu artirir (Tyszka-Czochara ve ark 2014).

Iskelet kasi kok hiicreleri stres, zorlamm ve asirt yiiklenme gibi cesitli
uyarilara cevap olarak aktive edilir ve bir¢ok miyojenik progenitor hiicreleri tiretmek
icin hiicre siklusuna girer ve c¢ogalirlar. Bu hiicreler daha sonra miyofibrilleri
olusturmak i¢in farklilasir ve kaynasirlar. Cinkonun C2C12 miyoblastlarinda
proliferasyonu destekledigi, fakat miyojenik ekspresyonu ve miyotiib olusumunu

azaltmakla birlikte farklilasmay1 inhibe ettigi gosterilmistir (Ohashi ve ark 2015).

12 haftalik bir uygulama siiresinden sonra, ¢inko igeren trikalsiyum fosfat
kemiklesmeyi artirdi ve ¢inko i¢cermeyen trikalsiyum fosfat ise kemik olusumuna
herhangi bir etkide bulunamadi (Luo ve ark 2014). Post menopozal kadinlarda
cinkonun kalsiyumla beraber ayni oranda saglanmasi kemik kaybini Onleyebilir
(Sunar ve ark 2008). Cinkonun kemiklesmeyi artirmasi osteoblastik hiicre
proliferasyonunu ve alkalen fosfataz aktivitesini artirmasiyla iligkilidir (Seo ve ark
2010). Cinko aynm1 zamanda osteoklastik kemik olusumunu inhibe etmekte,
osteoblastik kemik olusumunu ise uyarmaktadir (Baltaci ve ark 2014). Mezenkimal

kok hiicreleri Osteoblast benzeri hiicrelere doniisiirken hem ¢inko emilimi hem de
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cinko tasiyict Zip 1 proteininin ekspresyonu artti. Buradan osteoblastlarin kok
hiicrelerine goére daha fazla ¢inko kullanimima gereksinim duydugu sonucunu

cikarabiliriz (Tang ve ark 2006).

Cinko tastyic1 proteinlerle ilgili mutasyonlar ¢inkonun gorevleriyle ilgili
onemli bilgiler saglamakta ve kas ve bag doku problemlerini de kapsayan onemli
hastaliklara 151k tutmaktadir. Ehlers-Danlos sendromu postnatal biiyiimede gecikme,
iskelet ve bag doku anomalileri, parmaklarin egri olmasi, ekstremitelerin asir1 esnek
olmasi, g6z akinin mavimsi olmasi ve azalan hidroksi kollojen diizeyi ile
karekterizedir. Golgi organelinden sitoplazmaya ¢inko tasiyan ZIP 13 geni
mutasyonu Ehler-Danlos sendromuna neden olmaktadir (Kimura ve Kambe 2016).
ZIP 13 geni baskilanmis fareler kemik, dis ve bag doku yoniinden bu sendroma
benzeyen semptomlar sergilemis, osteoblast, kondrosit, odontoblast ve fibroblastin
olgunlasmasinda eksiklikler ortaya c¢ikmis, kemik morfogenetik protein (BMP) ve
TGF-f sinyalinde yetersizlikler kaydedilmistir. Bu ¢aligmayla ZIP 13 ve ¢inkonun
bag dokuyla iliskisi ise bir kez daha rapor edilmistir. Miyotonik distrofi yetiskinlerde
en genel kas hastaliklarindan biridir ve yine bu hastaligin temelinde de ¢inko parmak

proteini 9 (ZNF 9)'un oldugu belirtilmektedir (Raheem ve ark 2010).

Kil gelisimi telogen, anagen, katagen ve ekzogen evrelerinden olugmaktadir.
Bu evrelerden telogen dinlenme evresi, anagen ise biiylime evresi olarak
bilinmektedir (Paller ve Mancini 2011). Cinko eksikligi durumunda telogen ve
anagen evreleri boliinmekte ve kellik ortaya c¢ikmaktadir. Kil gelisimi ig¢in ayni
zamanda kemik morfogenetik protein 6nemli bir sitokindir (Randall ve Botchkareva
2008). Cinko tasiyicist ZIP 13 eksikligi bu proteini azalmaktadir (Fukada ve ark
2008). Sonug olarak ¢inko ile ilgili baz1 aksakliklarin goriilmesi durumunda ise

kelligin ortaya ¢ikma ihtimali artmaktadir.
1.2.2. Cinkonun Sinir Sistemi, Ogrenme ve Depresyon Uzerine Etkisi

Cinko igeren akson terminalleri biitiin telensefalonda bulunur. Beyindeki
cinko konsantrasyonu 10nM-10uM arasinda ve 6zelliklede neokorteks, hipokampiis,

stratum ve amigdalada yogun bir sekilde bulunmaktadir (Paoletti ve ark 2009,
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Takeda 2014, Mlyniec ve ark 2015). Hipokampiis ve amigdala igbirligi halinde ¢aligir

ve duygusal bellegin olugsmasinda gorev alirlar (Barrett ve ark 2010).

Cinko presinaptik alandaki vezikiillerin i¢ine, ZnT 3 vesilesiyle taginir (Chi
ve ark 2008) ve gelen uyariya bagl olarak sinaptik alana bosaltilir. Bosaltilan
cinkonun miktar1 uyarinin derecesine ve sikligina baglidir. Cinkonun serbestlenmesi,
sodyuma bagli bir aksiyon potansiyeli ve ekstraselliiler kalsiyum gerektirir (L1 ve ark

2001, Besser ve ark 2009).

Sinaptik olarak serbestlenen ¢inko hipokampiisiin CA3 bdlgesinde segici bir
sekilde postsinaptik alandaki ¢inkoya duyarl reseptorleri aktive etmektedir. Cinkoya
duyarli reseptorlerin aktivasyonu, ekstraselliiler diizenleyici kinazin ve kalsiyum/
kalmodulin kinaz II'nin fosforilasyonunun yaninda, kalsiyumun intraselliiler olarak
serbestlenmesini uyarmaktadir (Besser ve ark 2009). Cinko postsinaptik noronlarda
NMDA reseptorleri, kalsiyumu gecirebilen AMPA/kainat reseptdrleri ve voltaja-baglh

kalsiyum kanallar1 vesilesiyle taginabilir (Li ve ark 2001).

Vezikiiler cinko iceren ndronlar, glutamaterjik, glisinerjik veya v-
aminobiitirik asit (GABA)-erjiktir. Vezikiiler ¢cinkolu GABAerjik ndronlar spinal kord
ve serebellumda bulunurken, glisinerjik néronlarla beraber bulunan vezikiiler ¢inko
O6nemli oranda spinal kordda bulunmaktadir (Nakashima ve Dyck 2009). Vezikiiler
cinko iceren glutamaterjik néronlar, zincerik néronlar olarak da ifade edilmektedir
(Takeda ve ark 2014). Talamus, beyin sap1 veya spinal kordun sinir innervasyonlari
zincerik degil iken, kortikokortikal, kortikolimbikal veya limbo-kortikal olarak
uzanan noronlar 6nemli oranda zinceriktir (Nakashima ve Dyck 2009). Bilingle ilgili
olarak ¢inkonun etki mekanizmasi iki sekilde betimlenmektedir: Zincerik néronlarda
cinko ve glutamat beraber presinaptik alandaki vezikiillerden sinaptik alana bosaltilir,
glutamat postsinaptik sinirdeki kanalin agilmasini saglarken, ¢inko acilan kanaldan
postsinaptik alana girerek bilincin olusmasinda gorev alir. Zincerik olmayan néronlar
da ise glutamat tek bagina vezikiillerin i¢inden sinapsa bosaltilir ve glutamat post
sinaptik alana giderek kanallarin ag¢ilmasini saglar. Cinko ise daha Onceden
bulundugu sinaptik araliktan postsinaptik alana girerek bilincin olusmasini saglar

(Tamano ve ark 2016).
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ZnT3 presinaptik alanda ¢inkonun vezikiillerin i¢inde toplanmasinda goérev
alir (Chi ve ark 2008). ZnT3 geni bastirilmis farelerde sosyal davranislarda ve
nesneleri fark etmeyle ilgili olarak hafiza da eksiklikler ortaya ¢ikar (Martel ve ark
2011). Bu degisiklikler 6grenme ve hafizayla ilgili olarak hipokampiisiin anahtar
proteinlerindeki 6nemli degisikliklerle ilgilidir. Bu degisiklikler presinaptik protein
SNAP25 (-46%; p<0.01); postsinaptik protein PSD95 (-37%; p<0.01); glutamat
reseptorleri AMPAR (-34%; p<0.01), NMDAR?2a (-64%; p<0.001) ve NMDAR2b
(-49%; p<0.05)'nin azalan diizeyiyle iliskilidir (Adlard ve ark 2010).

GPR39 reseptorii anti-depran faaliyetlerde gorev alan bir reseptordiir.
GPR39'un antidepresyon faaliyetinde gorev aldigi, escitalopram(4 mg/kg),
reboxetine(10 mg/kg) ve bupropion (15 mg/kg) gibi antidepresan ilag
uygulamalarinda sirastyla %290, %816 ve %272 oraninda artmasiyla ortaya ¢ikmistir
(Mlyniec ve Nowak 2013). Aynmi sekilde ¢inko ve antidepresanlardan fluoxetine (5
mg/kg), paroxetine (0.1 mg/kg), desipramine (0.1 mg/kg), imipramine (0.1 mg/kg) ve
bupropion(l mg/kg)’un kombinasyonlar1 tek basina uygulamalarla
karsilastirildiginda kuyruk gerim testinde hareketsiz kalma siiresini 6nemli oranda
azaltmistir (Cunha ve ark 2008). Ug hafta ¢inko eksik diyetle (1 ppm) beslenen erkek
fareler, depresyonla iliskili anksiyete benzeri davranislar sergilemistir (Tassabehji ve
ark 2008). Cinkonun eksikligi, GPR39 Zn"? duyarl reseptoriin down regiilasyonuyla
iligkili olarak depresif davraniglara yol agmakla birlikte, ¢inkonun saglanmasi
antidepresif etkiler ortaya ¢ikarmaktadir. Cinko GPR39a baglanir ve anti depresif
faaliyetlerde onemli roller oynar. Cinkonun GPR39a baglanmasi beyin kaynakli
norotrofik faktor gibi proteinlerde bir artisa yol acan, sinyalleri tetiklemektedir
(Mlyniec ve ark 2015). Cinko, dopaminerjik ndronlar tarafindan eksprese edilen, bir
membran proteini olan, dopamin tasiyicisint da diizenler. Cinkonun diisiik oranda
bulunmas1 HEK293 hiicrelerinde dopamin emilimini azaltmistir (Pifl ve ark 2009).

Dopaminerjik sistemin bozulmasi ise depresyona neden olmaktadir (Hori ve Kunugi

2013).
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1.2.3. Cinkonun Oksidatif Stres Uzerine EtKkisi

Cinko oksidanlarin iiretiminde ve metallerin uyardigi oksidatif hasarin
diizenlenmesinde gorev alir. Proteinlerin sistein kisminda ¢inkonun siilfiirle iligkisi
onemlidir. Ciinkii, metaller, nitrik oksit, peroksitler, oksitlenmis glutatyon ve diger
tiyol oksidan tiirleri tarafindan ¢inko proteinlerin bu kisimlarindan koparilir ve bu
proteinler islevsiz hale getirilir (Oteiza 2012). Cinkonun yapisina katildig
molekiillerden bir tanesi de NOS (Nitrik oksit sentaz)'dir. NOS'nin yapisindaki
cinko, sepsis, inflamasyon, iskemi-reperfiizyon ve arterosklerosis siiresince tiretilen
peroksinitrit (ONOQO") tarafindan serbest hale getirilir ve bu siiper oksit anyonlarinin
(O2) artigina neden olur (Zou ve ark 2002). Cinko eksikligi ve overektomiyle
beraber kemik ve eritrositlerde glutatyon diizeyi de azalmaktadir (Baltaci ve ark
2004). Glutatyon diizeyinin azalmasi ise oksidatif strese neden olmaktadir (Sekhar ve
ark 2011). Cinko uygulamas1 ylizme egzersiziyle beraber glutatyon diizeyini artirir

ve oksidatif stresi onler (Bicer ve ark 2012).

Ekstraselliiler ¢inkodaki azalma, kalsiyum emilimine ve protein kinaz C/
NADPH oksidaz ve NOS'nin kalsiyuma bagli aktivasyonuna yol agan, NMDA
reseptoriiniin aktivasyonu araciligryla néronal oksidanlarda bir artisa yol acar (Aimo
ve ark 2010, Eide 2011). Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) ve norotropin
(NT)-4/5 NADPH oksidasyon diizeyini artirir. NADPH oksidaz inhibitorii, 4-(2-
aminoetil) benzen siilfonid florid (AEBSF) ise serbest oksijen radikallerindeki artist
azaltmaktadir (Hwang ve ark 2002). Sonu¢ olarak NADPH oksidaz meydana gelen
serbest oksijen tiirlerinin artisina aracilik etmektedir. Cinkonun saglanmasi ise reaktif
oksijen tiirlerinin iiretilmesini baskilamakta (Hie ve Tsukamoto 2011) ve anti oksidan

sistemleri aktive ederek artan oksidatif stresi inhibe etmektedir (Baltaci ve ark 2014).

Sadece ¢inkonun azalmasi degil ¢inkonun asir1 artmasi da yine reaktif oksijen
tiirlerinin artmasina neden olur. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve intraselliiler ¢inko
birbiriyle iligkilidir. ROS, ¢inko baglayan proteinlerin oksidasyonunu saglar ve
sitoplazmik kompartmanlardaki ¢inkonun serbestlenmesine neden olurken (McCord
ve Aizenman 2014), c¢inkonun sitoplazmada fazla artmasi da ROS'un artmasina

neden olur (Sensi ve Jeng 2004).
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1.2.4. Cinkonun Apoptozis Uzerindeki Etkisi

Cinko eksik diyetle beslenen farelerin hipokampiisiinde, fas, fasligand (FasL),
apoptozis uyarici faktdr ve kaspaz 3 gibi apoptozis proteinleri aktive olur(Gao ve ark
2009). Cinkonun ekstraselliiler alanda azalmasi NMDA reseptdrlerinin
aktivasyonuna (Hie ve Tsukamoto 2011), bu da kaspaz 3'iin aktivasyonuna ve
apoptozise neden olur (Dittmer ve ark 2008). Insan noronal dncii hiicrelerde (NT-2)
ise ¢inko eksikliginde, p53'iin {lizerinden gerceklesen bir sinyal zinciriyle, reaktif
oksijen tiirleri artar, apoptozis uyarici faktdér mitokondrinin disina atilarak
mitokondrinin biitiinliigli bozulur, mitokondriyal membran potansiyeli %24 azalir ve
apoptozise yol acacak pro-apoptotik mitokondriyal protein BAX artar (Seth ve ark
2015).

Cinko eksikligi bircok hiicre de apoptozisi uyariyorken, ¢inkonun saglanmasi
apoptozisi baskilamaktadir. Kiiltiire edilmis sertoli hiicrelerinde, 8uM'lik ¢inko
uygulamasi kaspaz 3 ekspresyonunu azaltarak apoptozisi baskilar (Pourhassanali ve
ark 2016). Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine yonelik 10 pMol/L’lik ¢inko
uygulamasi hiicresel apoptozisi azaltmis, hiicresel canliligi gelistirmis, vaskiiler
kaynakli endotelyal biiylime faktoriinii artirmig ve Akt aktivasyonunu up regiile
etmistir (Zhang ve ark 2011). ZnO eozinofillerde kaspazlari inhibe ederek apoptozisi
geciktirmis (Silva ve Girard 2016), HCT-116 kolon epitelyal hiicrelerinde ise ¢inko
uygulamasi, deksolatin neden oldugu apoptozisi ve reaktif oksijen tiirlerinin

iiretilmesini bloke etmistir (Smith ve ark 2012).

Cinkonun apoptozisi baskiladigina dair ¢aligmalar olmakla beraber, ¢inkonun
apoptozisi uyardigina dair caligmalarda vardir. Burada onemli olan, uygulanan
cinkonun konsantrasyonu, uygulama siiresi, hiicre ¢esidi, ¢inkodan dnce uygulanan
madde ve uygulama seklidir. Cinko oksit nanopartikiilleri PI3K/Akt/kaspaz-3/7
aracilifiyla apoptozisi, LOX un aracilik ettigi ROS {iretimiyle nekrozisi uyarmistir
(Kim ve ark 2015). Insan prostat kanser hiicrelerinde ¢inkoya maruz kalma,
intraselliiler ¢inkoda artmaya ve apoptozise ugrayan hiicrelerin ¢gogalmasina neden
olmustur. Bunun Bax'1n artan diizeyi veya azalan Bcl-2 ve siirvivin ekspresyonundan

kaynaklanabilecegi ifade edilmistir (Ku ve ark 2012). Ciinki, siirvivin kaspazlar

22



direk olarak inhibe eder ve apoptozisi Onler, siirvivinin baskilanmasi ise apoptozisi

uyarir (LaCasse ve ark 1998).
1.2.5. Cinkonun Bagisikhk Sistemi Uzerindeki Etkisi

Cinkonun saglik i¢in gerekliligini gosteren ilk bilgiler 1930°da ki hayvan
caligmalarinda biiylime i¢in 6nemli oldugunu gosteren rapordu(Todd ve ark 1934).
Ancak 1960’lara kadar insan popiilasyonunda ¢inkonun 6nemi anlasilamadi (Prasad
ve ark 1961). 1960’larin basinda Misir ve Iran’da ergenlik dénemindeki genclerde
biiylimede gerilik ve hipogonadizmle karakterize fonksiyon bozukluklarindan ¢inko
eksikliginin sorumlu oldugu anlagildi. Bu hastalik tablosu bunu ortaya koyan
arastiricinin ismiyle “Prasad sendromu” olarak adlandirildi (Prasad ve ark 1963).
Daha sonraki yillarda paranteral beslenme iizerinde c¢inkonun tedavide etkili
olabilecegi agikga gosterildi (Prasad ve ark 2004). Son 40 yilda bagisiklik hiicreleri
ve onlarin fonksiyonlar: iizerinde ¢inko eksikliginin ve besinsel ¢inko takviyesinin
etki mekanizmalarina ait bilgiler hizli bir gelisme gosterdi. Bu giinkii bilgilerimize
gore c¢inkonun besinsel olarak yetersizligi diinyada 2 milyar insani etkilemektedir

(Prasad ve ark 2004).
1.2.6. Bagisiklik Sisteminde Cinko Yetersizligi

Marjinal ¢inko yetersizliginin klinik belirtileri arasinda bagisiklik, tat ve koku
duyusunun bozulmasi, gece korliigiiniin baslamasi, hafizanin bozulmasi ve
erkeklerde spermatogenezin azalmasi Oncelikle sayilabilir (Walsh ve ark 1994,
Zalewski 1996). Insanlarda asir1 ¢inko yetersizligi, ileri derecede bozulmus
bagisiklik fonksiyonlari, enfeksiyonlara egilimde artig, ishal, kellik ve mental
bozukluklarla karakterize edilmektedir (Kay ve Tasman-Jones 1975, Walsh ve ark
1994). Benzer belirtiler ¢inko yetersizligi olan laboratuvar hayvanlarinda da ortaya

cikmaktadir (Prasad ve ark 2004).

Cogu insan ve hayvan arastirmalari ¢inko yetersizliginin bulasict hastaliklara
direnci azalttigin1 gosterir (Prasad ve ark 2004). Bu nedenle ¢inko destegi enfeksiyon
esnasinda uygulandiginda yararh etkilere sahiptir. Cinko pastillerinin yaygin soguk

alginliginin siiresini azalttig1 gosterildi ve okul dncesi ¢ocuklardaki ¢aligmalar, ¢inko
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takviyesinin bir ishal vakasi esnasinda %30’un iizerinde hastalik oranini azalttigini
gosterdi (Sazawal ve ark 1996). HIV viriisli hastalarda ¢inko yetersizligi siklikla
goriiliir ve hastaligin ilerlemesine serum ¢inko konsantrasyonlarinin azalmasi ve
phytohemagglutinin (PHA)’in mitojenik yanitlarinin baskilanmasi eslik eder (Pifer
ve ark 1987, Bogden ve ark 1990). Bu degisiklikler ¢inko takviyesiyle kismen tersine
cevrilebilir (Wang ve ark 1994). Yine, AIDS’in fare modelinde, dalagida iceren tiim
dokularda ¢inko konsantrasyonlarindaki baskilanma ilgingtir (Wang ve ark 1994).
Ancak cinko takviyesinin AIDS hastalarinin ilerlemis evrelerinde yararli oldugu
gosterilememistir (Tang ve ark 1996). Ancak surasi kesindir ki; canli organizmada

cinko enfeksiyona direncin kuvvetli bir aracisidir (Prasad ve ark 2004).

Lenfopeni insanlarda ve hayvanlarda ¢inko yetersizligi durumunda yaygindir,
merkezi ve periferal lenfoit dokularin her ikisinde de meydana gelir (Fraker ve ark
1986). iki haftalik siireyle cinko yetersizligi olan diyetlerle beslenen yetiskin
farelerde periferal kan ve dalak dokusundaki T ve B lenfositin sayilar1 azaldigi
gosterilmistir (Prasad ve ark 1988, Moulder ve Steward 1989). Cinko yetersizligi
yalmizca lenfosit konsantrasyonlarmni azaltmakla sonuclanmaz T ve B lenfosit

fonksiyonlarini bastirir (Prasad ve ark 1988, Moulder ve Steward 1989).
1.2.7. Bagisiklik Gelisimi Uzerine Fetal Cinko Yetersizliginin Etkileri

Fare ve insan olmayan primatlarda gebelige ait ¢inko yetersizligi fetus
tizerine kisa ve uzun donemde saglik icin zararli etkilere sahiptir (Beach ve ark 1982,
1983). Onemli derecede azalmalar marjinal cinko eksikligi olan farelerin dogan
yavrularinin lenfoid organ biiyiikliigii ve gama globiilin konsantrasyonlarinda goriiliir
(Beach ve ark 1982, Beach ve ark 1983). Maymunlarda c¢inko yetersizligi
hipogamaglobulinemi, periferal kan lenfosit mitojenlerinde ve nétrofil fonksiyon
azalmaya yol agar (Keller ve Fraker 1986, Vruwink ve ark 1988). Maternal ¢inko
eksikligine bagli olan intrauterin biiylime yavaslamasi yillarca devam edebilen
hiicresel bagisikligin baskilanmasiyla sonuglanir (Keller ve Fraker 1986, Vruwink ve
ark 1988). Ayrica 1 yasin iizerinde olusan besinsel yetersizlikler timus biiyiikliigiinde

siirekli azalmalarla sonuglanmaktadir (Vruwink ve ark 1988).

24



Cinko durumu ayn1 zamanda gebeligin son donemi esnasinda anneden fetusa
antikorlarin plasental transportunu etkileyebilir. Ciinkii ¢inko normal plasental
gelisim i¢in 6nemlidir, yetersizlik durumunda ¢ocuk tarafindan maternal antikorlarin

kazanimi rahimdeki azalma ile sonuglanabilir (Herzenberg ve ark 1992).

Orak hiicre anemili hastalarda periferal T lenfosit sayilar1 baskilanmis, CD4",
CD8" T lenfosit oranlari, dogal o6ldiiriicii hiicre aktivitesi ve IL-2 diizeyleri azalmas,
bir timik hormon olan timulinin aktivitesi engellenmistir (Tapazoglou ve ark 1985,
Prasad ve ark 1989). Cinko takviyesi bozulan bu immiinolojik indeksleri geri

cevirmistir (Abdallah ve ark 1988).

Yasli insanlarda bagisiklik fonksiyonlarindaki azalma ¢inko yetersizliginden
kaynaklanabilir, zira yasl insanlara ¢inko takviyesi enfeksiyonla bagisiklik cevabini
artirirken, yara iyilesmesindeki gecikmeyi de tersine c¢evirmistir (Garfinkel 1986,

Prasad ve ark 1993).
1.2.8. Bagisikhik Sisteminin Ozel Hiicreleri Uzerine Cinkonun Etkileri
T lenfositlerin gelisimi

Inek, domuz ve sicanlar ile siddetli ¢inko eksikligi olan gocuklar da ¢inko
yetersizligi T lenfosit gelisimi i¢in merkezi bir organ olan timusun biiytlikliigiindeki
onemli azalmalar1 tanimlar (Miller ve ark 1968, Shanklin ve ark 1968, Julius ve ark

1973, Haas ve ark 1976)

Cinko eksik diyetle beslenen farelerde 4 hafta sonra timusun orijinal
biiytlikliigiiniin %75’ini kaybettigi, 6 hafta sonra ise yalnizca birka¢ timositin timik
kapsiilde kaldiginin rapor edilmesi c¢inko-timus iligkisine c¢arpict bir Ornektir
(Fernandes ve ark 1979). Cinko eksikligi goriilen akrodermatitis enteropatikali
cocuklarda lenfositlerin sayisinin azaldigi, o6zellikle de kan ve periferal lenfoid
dokulardaki T lenfositlerin oraninin azaldigi bildirilmistir (Julius ve ark 1973).
Deneysel insan modelindeki son calismalar CD8" CD73" T lenfositlerin
prekiirsorlerinin ve sitotoksik T lenfositlere oraninin ¢inko yetersizliginde azaldigini

da gostermistir (Golden ve ark 1977).
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Gecikmis asir1 duyarlilik ve sitotoksik aktivite gibi T lenfosit tepkileri, ¢inko
eksikligi esnasinda baskilanirken, ¢inko takviyesiyle tersine doniistiiriiliir (Sazawal
ve ark 1997). Yetersiz beslenen cocuklarda baski altina alinmis gecikmis asiri
duyarlilik tepkileri ¢inko takviyesinden sonra diizeltilmistir (Szawal ve ark 1997). in
vitro ¢aligmalar IL-2 aktivitesi ve T lenfosit hiicre ¢ogalmasi i¢in ¢inkonun gerekli

oldugunu gostermistir (Tanaka ve ark 1990).

Yardimer T4-lenfositleri sitokin salgilarina gore Thl ve Th2 olarak ikiye
ayrilmistir. Th1, IFN-y, IL-2 ve TNF-a {iretimini saglarken; Th2, IL-4, IL-6 ve IL-10
iiretimini saglamaktadir. Hatta Th2’nin irettigi bir sitokin olan IL-6 ve IL-10 T-
hiicrelerinin IFN-y sentezini inhibe ederek hiicresel immiiniteyi olumsuz
etkilemektedir (Baltaci ve ark 2003, 2005). Cinko o6zellikle Thl lenfositlerin
aktivasyonunu artirir (Baltaci ve ark 2003, 2004).

B lenfositlerin gelisimi

Kemik iligindeki B lenfositlerin gelisimi ¢inko yetersizligi tarafindan negatif
bir sekilde etkilenir (DePasquale-Jardieu ve Fraker 1984). Fareler 30 giin igin
marjinal ¢inko yetersizligi olan bir diyetle beslendiginde, toplam B lenfosit ve
onlarin prekiirsorleri yaklagik olarak %75 oraninda azaltildi. Kayiplar sirastyla %50
ve %25 azalmalarla pre-B ve olgunlasmamis B lenfositlerde hakim olmustur
(DePasquale-Jardieu ve Fraker 1984). Olgun B lenfositler daha az etkilenmistir. Bu
bulgu, T ve B lenfosit olgunlagmasinin tipik isaretleriyle ¢inko yetersizliginde kalan
farelerin dalak hiicrelerinin fonksiyonel olarak normal goriilmesiyle ilgili 6nceki
caligmalarla tutarlidir. Boylece ¢inko yetersizligi dalakta daha az B lenfosite neden
olarak ilikteki B lenfositlerin gelisimini engeller. Ayrica B lenfosit antikor
tepkilerinin de ¢inko eksikligi tarafindan baskilandigi rapor edilmistir (DePasquale-
Jardieu ve Fraker 1984).

Cinko eksikliginde bagisiklik sistemi bozukluklar1 ortaya ¢ikar. Dagilmis bir
cinko homeostazisi lenfositlerin yetersiz bir sekilde olusmasina, aktivasyonuna ve
olgunlagsmasina, artan inflamasyon riskine ve hatta 6liime neden olur (Maares ve

Haase 2016). Cinko eksikligi overektomili ratlarda bobrek doku hasarini artirmakta,
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cinkonun saglanmasi ise bu kosullar1 6nleyebilmektedir (Baltaci ve ark 2004). Cinko
bir anti oksidandir ve anti inflamatuar etkilere sahiptir. Inflamatuar sitokinlerinin ve
reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi arterosklerozis, yaslanma, kanser ve diger kronik
hastaliklarla iligkilidir. Cinko uygulamasinin meydana getirdigi etkiler hiicrelere
O0zgilidiir. Cinko uygulanan HL-60 hiicreleri, ¢inko eksik hiicrelerle
karsilastirildiginda A20 ve A20 TNF reseptoriiyle iliskili faktor 1 kompleksini artirir,
IKK-a/NF-kB sinyal yolunu, oksidatif stres markirlarini, inflamatuar sitokinleri ve
malondialdehit’i azaltir. Bir sitoplazmik ¢inko parmak proteini olan A20, niikleer
faktor (NF-kB) aktivitesini ve tiimor nekrozis faktoriin (TNF) aracilik ettigi
programli hiicre 6liimiinii inhibe eder (Lee ve ark 2000, Baltaci ve ark 2012). A20,
TNF-a ve IL-1B"nin down regiilasyonuna katki saglamaktadir (Prasad ve ark 2011).
A20, TNF-o’nin uyardigi apoptozisi baskilamak icin cIAP1/2'e ihtiyag duyar.
A20'nin, cIAP1/2"e baglanmas: icin ise yedinci ¢inko parmak proteinini gerektirir

(Yamaguchi ve Yamaguchi 2015).

Yiiksek ¢inko konsantrasyonu(100 uM) interldkin-1 (IL-1)’in uyardig: IL-1
reseptor kinaz (IRAK) aktivasyonunu inhibe ederken, ¢inko diizeyindeki azalma ise
T hiicre fonksiyonunun bozulmasina yol acar (Daaboul ve ark 2012). HUT-78 (T
helper O (Tho) hiicre hatt1) hiicrelerinde, ¢inko eksikligi durumunda, niikleer faktor
kB (NF-kB) 'nin azalan aktivasyonundan dolay1 IL-2 ve interlokin 2 reseptdr o nin
gen ekspresyonunda bir azalma meydana gelmistir. Cinko eksikliginden dolay1
HUT-78 hiicrelerinde azalan NF- xB (Aktif B hiicrelerinin niikleer faktér kappa-
hafif zincir degistiricisi), DNA'ya azalan NF-xkB baglantisindan, azalan NF-xB
mRNA 'larindan, azalmis kB inhibitor protein fosforilasyonundan ve azalmis Ixk dan

dolayidir (Prasad 2008).
1.2.9. Cinko Tasima Proteinleri

Zrt- ve Irt-benzeri proteinler (ZIP) ve Zn tasiyicilar1 (ZnT) hiicre de ¢inko
taginmasinda gorev alirlar (Kimura ve Kambe 2016). ZIP proteinleri sitoplazmadaki
cinkoyu hiicrenin i¢indeki vezikiil ve organellere ve hiicrenin disina tasir (Kimura ve
Kambe 2016). ZnT proteinleri ise hiicrenin vezikiil ve organellerindeki ¢inkoyu ve

hiicrenin disindaki ¢inkoyu sitoplazmaya tasir (Wang ve ark 2009). Cinko hiicreye
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tagindiktan sonra %50 oraninda sitoplazmada, %30-40 cekirdekte, %10 hiicre
zarinda bulunur. Hiicrede c¢inko fazla miktarda bulunursa metallotiyoninlerle

birlestirilir ve ¢inko toksisitesine karsi hiicre korunmus olur (Wang ve ark 2009).
1.2.10. Metallotiyoninler

Metallotiyonin (MT) sisteince zengin diisiik molekiil agirlikli bir peptittir. MT
agir metallerin neden oldugu toksisiteye karsi bir detoksidan olarak faaliyet gosterir.
Metallotiyoninlerin uyarilmast ve ekspresyonu DNA hasari, oksidatif stres ve
apoptozise karsi korumayla iliskilendirilmistir (Ostrakhovitch ve ark 2016). MT1 ve
MT?2 ekspresyonu en cok pankreas, prostat, spinal korddadir, en zayif olarak
timositlerde ve T hiicrelerinde vardir. Fare MT3 ve MT4 ekspresyonu c¢ok daha
siirli ve dokuya 6zgiidiir. MT3 ve MT4 6nemli oranda beyin ve keratinize epitel
dokuda eksprese edilmektedir. Beyaz yag doku ve osteoblastlarda MT3 ekspresyonu
belirlenememistir. MT4 iin ekspresyonu epidermis ve midededir (Hidalgo ve ark
2001, Swindell 2011). MT-4'in transkripsiyonu glikoporin A" ve CD71*
hiicrelerinde de belirlenmistir (Rahman ve Ley 2001). Genel olarak metallotiyonin
immiinoreaktivitesi ise normal ciltte bazal hiicrelerin hem sitoplazma hem de
niikleusunda gergeklesmistir (Romanucci ve ark 2011). Memeli metallotiyoninleri
yedi tane +2 yiiklii ¢inko iyonunu kendi sistein gruplarina baglar. Yedi tane ¢inko
baglamis metallotiyonin, bir baglantiyla birbirinden ayrilmus, iki farkl kiimeye dogru
tetrahidrat olarak beraber koordine olur; N terminal f domaini [(Zn3Cys9)* ] ve C
terminal o domaini [(ZnsCysl1)*7]. B domaini zayif affiniteye sahip bir ¢inko
baglanma bolgesi olustururken, o domaini yiliksek affiniteye sahip bir ¢inko

baglanma bolgesi olusturur (Pinter ve Stillman 2015).

Cinkonun saglanmas1 16kositlerdeki MT mRNA bollugunu iki kat artirir
(Aydemir ve ark 2006). Metallotiyonin (MT) 1 ve metallotiyonin 2 yoniinden normal
normal MT ** kardiyomiyositlerinde, ZnCl,, MT diizeyini artirmigtir ve Dox
(Doxorubicin)'un kardiyotoksisitesini inhibe etmistir. Bu laktat dehidrogenaz
sizmasini, kardiyomiyosit apoptozisini, DNA zararini, ROS toplanmasini
engelleyebilir ve Dox tarafindan uyarilan anti oksidan enzimlerinin aktivitesindeki

azalmay1 inhibe edebilir. Bunun yaninda, ZnCl;, Prx-2, -3, -5 ve -6'nin
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ekspresyonunu artirmistir. ZnClz, Dox tarafindan uyarilan MT +/+
kardiyomiyositlerinde Prxs'nin azalan ekspresyonlarin1 inhibe edebilir, fakat
metallotiyonin 1 ve 2 geni c¢ikarilmig MT-/- farelerinde higbir etki ortaya
cikarmamaktadir (Jing ve ark 2016). Cinko sinirlamast MT+/+ farelerinde kemik
biiylimesini etkilememistir. Buna ragmen, plazma ve uzun kemiklerde diisiik ¢inko
konsantrasyonuna sahip, MT-/- farelerinde, daha diisiik viicut yiiksekligi, daha kisa
ve daha kiiciik tibia ve femur, daha diisiik kondrosit proliferasyonuyla gosterildigi
gibi, bilylime durmustur, fakat siingerimsi kemik iizerindeki osteoklastik yogunluk
artmistir (Fong ve ark 2009). Cinko eksikligi LX-2 hiicrelerinin MT ekspresyonunun
inhibisyonuna yol acar. MT ekspresyonunun inhibisyonu ¢inko eksikligiyle artar ve
artan reaktif oksijen igerigiyle, yetersiz mitokondriyal fonksiyonla ve sitokrom C

oksidaz aktivitesinin inhibisyonuyla sonuc¢lanir (Kang ve ark 2015).

Metallotiyonin 1 ve 2'nin kimyasal karsinogenlere karsi koruyucu etkileri
oldugu da kanitlanmistir. 14 haftalik 7,12-dimetilbenz[a]antresen uygulamasindan
sonra cilt timorleri MT-- farelerinde gelismis, fakat MT */* farelerinde gelismemistir.
Bu MT lerin DMBA 'nin uyardig: cilt timorlerine karst endojenik savunma faktorii
olarak faaliyet gdsterebilecegi gosterilmistir (Zhang ve ark 1998). Prostat kanseri
hiicrelerinde (PC-3), ¢inko MT-1 izotipleri MT-1J ve MT-1M"nin ekspresyonunu
onemli oranda up regile etmistir(Lin ve ark 2009). Meme kanseri timori
hiicrelerindeki MT ekspresyonu tiimoriin agresifligiyle iliskili bulunmustur
(Douglas-Jones ve ark 1995). PLC/PRF/5, H460 ve HepG2 (r = —0.991) insan timor
hiicrelerinde bazal metallotiyonin diizeyi ve etoposide'nin uyardigi apoptozis
arasinda ters bir oranti ortaya cikarilmistir. HepG2 hiicrelerinde, 24 saatlik bir
kadmiyum uygulamasindan sonra, etoposide'nin uyardig1 apoptozis azalmis ve MT
diizeyi artmigtir. Cinko uygulamasida ayni sekilde etoposide 'nin uyardig1 apoptozisi
azaltmig ve MT sentezini artirmistir (Shimoda ve ark 2003). Tiimoral hiicrelerde
metallotiyonin ve tiimor baskilayici gen olan P53'lin beraber ekspresyonu ve
kompleks olusturmasi apoptozisin diizenlenmesiyle ilgili olabilir (Ostrakhovitch ve
ark 2006). Karaciger tiimorlerinde MT sentezinin down regiilasyonu p53 tiimor
represor geni gibi diger genlerin mutasyonu ve MT promoterlerinin hiper

metilasyonuyla iliskili olabilir. Insan kanser hiicrelerini kullanan in vitro ¢alismalar
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epitelyel neoplastik hiicrelerde MT’nin ekspresyonu ve uyarisi lizerine p53 ve
Ostrojen reseptorleri icin olasi bir rolii nermektedir (Cherian 2003). P53" ve dstrojen
reseptoriine sahip MCF7 hiicreleri, 24 saat 10 uM CdClz ile muamele edildiginde
10.79+1.36 katlik metallotiyonin sentez uyarist sergilerken, P53~ ve Ostrojen
reseptorii bulunmayan hiicreler 1.40+0.10 ve 3.65+0.30 arasinda degisen az bir uyar1
sergilenmistir (Fan ve Cherian 2002). MT1 ve 2 meme, bobrek, akciger, ovaryum,
prostat, salgi bezi, mesane, servikal, endometriyal, cilt kanseri, melanoma, akut
lenfoblastik 16semi gibi durumlarda artmistir. Bu durumlarda MT 1 ve 2 ekspresyonu
tiimoriin derecesi/evresi ve kemoterapi/radyasyon uygulamasiyla dogru orantilidir.
Karaciger, gastrik, kolorektal, merkezi sinir sistemi ve tiroid kanserinde ise MT1 ve

MT2 down regiile olmustur (Pedersen ve ark 2009).

Metallotiyoninler yaglanmayla iliskilendirilmistir. Metallotiyoninler yaglanma
ve kronik inflamasyonda artar (Vasto ve ark 2007). Vezikiiler ¢inko da ayni sekilde
artan yagla beraber hipokampiis ve diger on beyin bolgelerinde artar. Cinko bagl
MT1 ve MT2 vyaslanmanin potansiyel bir markir1 olabir ve gelisen beyin
bolgelerinde c¢inko metabolizmasinda gorev alabilir (Penkowa ve ark 1999,
Mocchegiani ve ark 2001). Yaslanmayla beraber, intraselliiler ¢inko homeostazisi
degisir, ¢linkii yiiksek orandaki MT diizeyi c¢inkoyu serbestleyemez ve ¢inko
emiliminde gorev alan ¢inko tasiyicilar1 (ZIP ailesi) bozulabilir. Bu bagisiklik sistemi
icin diisiik intraselliiler ¢inko igerigine yol acar. Cinkonun saglanmasi fonksiyonlari
gelistirebilir (Mocchegiani ve ark 2010). Yash bireylerde metallotiyoninler timuline
gore daha yiiksek cinko baglama affinitesine sahip oldugundan dolayi, ¢inkoyu
baglayarak azalan timik verimlilige ve yetersiz karaciger ekstratimik T hiicre yoluna
neden olabilir. Bu durumun tam tersi, meyalotiyoninlerin timulin i¢in bir ¢inko
dondrii olabilecegini ifade eden calismalar da vardir (Coto ve ark 1992, Mocchegiani
ve ark 1998). Yaralanmis bir beyinde, MT-1 ve 2, makrofajlarin, T lenfositlerin,
interlokinlerin, TNF-o’nin, matriks metalloproteinazlarin ve reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu inhibe eder (Penkowa ve ark 2002, Penkowa 2006). MT1 ve 2 ndronal

hasar ve yikima kars1 koruma 6zelligi saglar (Stankovic ve ark 2007).
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NO ayn1 zamandan NOS (Nitrik oksit sentetaz)'den c¢inkonun
serbestlenmesine neden olur. Bu NOS'nin uyarilmasini ve aktivitesini baskilar
(Khatai ve ark 2004). NO donorleri tarafindan ekzojenik olarak uygulanan NO,
nitrosative stresine neden olur ve c¢inkoyu depolayan metallotiyonin gibi
proteinlerden ¢inkonun serbestlenmesine neden olur. NO dondrleri tarafindan
ekzojenik olarak uygulanan nitrosative stresi intraselliiler ¢inko serbestlenmesi
aracilifiyla MT mRNA ekspresyonunu artirir (Spahl ve ark 2003). Oksidatif stres ve
reaktif oksijen tlirleri MT1 ve MT2 artirir. Metallotiyoninler ¢cinkoyu serbestledikten
sonra siiper oksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri, nitrik oksit ve peroksinitrit
gibi sayisiz ROS’la etkilesir (Bell ve Vallee 2009). MT lizozomlar1 kararli hale
getirerek ve apoptozisi azaltarak oksidatif strese karsi hiicreleri korur (Baird ve ark

2006).
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2.GEREC ve YONTEM
2.1. Hayvan Materyali

Gergeklestirilen calismanin protokolii Selguk Universitesi Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu (2016-31)
tarafindan onaylandi. Arastirma Wistar cinsi siitten yeni kesilmis (40 giinlik) disi
sicanlar iizerinde gergeklestirildi. Toplam 42 disi sican kullanilan arastirmada

caligma gruplar su sekilde olusturuldu.

Grup 1, (n:6) Kontrol Grubu: Hi¢bir uygulamanin yapilmadigi normal diyetle

beslenen grup.

Grup 2, (n:6) DMBA Kontrol Grubu: Bu grubu olusturan hayvanlara timor
olusturmak amaciyla kolza yagi (kanola) i¢inde 80 mg/kg dozunda 7,12-
dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) gavaj yoluyla verildi ve bu hay