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TESEKKUR

Tez ¢aligmalarim sirasinda yogun calismalarina ragmen hi¢bir zaman maddi ve
manevi destegini esirgemeyen, Ozveriyle her konuda bana destek olan ve beni
yonlendiren Danigman Hocam Saym Yrd. Dog¢. Dr. Bahat COMBA'’ya, bilimsel
desteklerini esirgemeyen Anabilim Dali Bagkanimiz Saym Dog¢. Dr. Devrim
SARIPINAR AKSU’ya, Anabilim Dalimizin degerli Ogretim Uyelerine, Sayin Prof. Dr.
Ali CINAR’a, calismama maddi destek veren Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel
Aragtirma Proje Bagkanligi’na, 6zellikle yasamimin her aninda manevi destek ve giiven
veren nisanlima, aileme ve arkadaslarima tesekkiirlerimi sunmayi1 zevkli bir borg

bilirim.



ICINDEKILER

Kabul V& OnNay ... ..ottt e e e e I
TS KUTIOT. .. e e, I
TCINACKILET. ..o v
Simgeler ve Kisaltmalar LiStesi.........o.vviiiiiiiiiii e Vi
I 0] (0] B 15 ] 1 PP VIl
NI e (S B T o DTN IX
L GRS . e 1
2. GENEL BILGILER ......0uuiiiiiiiiinie ettt 3
2.1. Resveratrol(RES) . .....uiei it 3
2.1.1. Resveratrollin yap1s1 Ve threvIeri......c.cooouirieiiiiiriiiiieiie e 4

2.1.2. Resveratrolin etkileri...........ccooooiiiiiie e 5

2.2. MEtOtrekSat (IMTX) .. .oviieieeieiiiieie et bbb 7
2.2.1Y8N BKIIEIT. ... 8

2.3 LOKOSTIET ... 9
2.3.1. GranUlOSIIET......c.oiveieiii e 10
2.3.2. AQranUIOSITIET.......ccuiiiiiiiicee e 11

2.4. Oksidanlar ve Antioksidanlar.............ccocooiiiiiiiine 12
2.5. DNA Hasari (8-OHUG)......ccoiiiiiiiiiiiiiee s 13

3. GEREC VE YONTEM.....ooiititiieecece ettt 17
0 B €T - oS 17

3. 1.1 Hayvan MEeryali........coocviiiieiiieiie i 17
3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler............cooiieiiiieiieie e 17
3.1.3. Kimyasal Maddeler............cooiiiiieiiieee et 18

BL2. Y ONIBM ...ttt 19
3.2.1. Kan orneklerinin alinmasi...........coocueeriiiiiiiiiiiiiieniceecceee e 19
3.2.2. Yayma kan preparat1 (Froti) hazirlanmasi ve boyanmast..........c...ccocceneeee 19
3.2.3. Total oksidan durum (TOS) tayini.........ccccevcieriiierieniieiieeie e 20
3.2.4. Total antioksidan durum (TAS) OIGUMU.........cceriieiiriiiieee e 21
3.2.5. Oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmasi...........cccceeevveeeriiencieencieeennnen. 21
3.2.6. DNA hasar1 (8-OHdG) belirlenmesi..............cccooeeiiiiiiiiiiiiiinnn.. 22



3.3. Istatistik Analizi.........ceevevenenn...

4. BULGULAR. ..ot

SUMMALRY Lt

KAYNAKLAR . ....oovoeireeeeeeeeeeesereeeeee
(07463261 ) S

EK-1 Arastirma Basvuru Onay Belgesi.......cccccoueeeiiiiieiiiieciieecee e

EK-2 Arastirma Kesin Sonug¢ Onay Belgesi..........cccovviiiiiiiiiiiiii i

EK-3 Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu

23
24
30
40
41
42
55
56
57
58



SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI

°C : Santigrad Derece

ABS : Absorbans

ALL : Akut Lenfoblastik Lésemi

ATP : Adenozin 3'-trifosfat

CAR : Karvakrol

CAT : Katalaz

COX-1 : Siklooksijenaz-1

DNA : Deoksiribo Nukleik Asit

DS : Distile Su

g - Gram

G-CSF : Granulosit koloni stimule edici ajan
GIS - Gastrointestinal Sistem

GSH : Glutatyon

GSSG-R : Glutatyon reduktaz

GST : Glutasyon-S-transferaz

I.p : Intraperitonal

INOS - Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
kg : Kilogram

KT : Kemoterapi

LY - Lenfosit

M.O. : Milattan Once

MDA : Malondialdehit

mg : Miligram

mm : Milimetre

mol : Molekal

MTX : Metotreksat

NADP - Nikotinamid adenin fosfat
NADPDH : Sitozolik nikotinamid adenin fosfatdehidrojenaz
NO - Nitrikoksit

o] : Oksidatif Stres indeksi

VI



RES
RJ
RNA
ROS
RT
SF
SOD
TAS
TBARS
TOS
uv
WBC
WHO

: Resveratrol

: Royal Jel

: Ribo Nukleik Asit

: Reaktif Oksijen Turleri

: Radyoterapi

: Serum Fizyolojik

: Superoksit dismutaz

: Total Antioksidan Seviye
: Tiyobarbiturik asit reaktif madde
: Total Oksidan Seviye

: Ultraviyole

: Lokosit

: Diinya Saglik Orgiitii

VII



Tablo 1.
Tablo 2.

Tablo 3.

TABLOLAR LiSTESI

Standart hazirlamak i¢in pipetleme isleminin gosterilmesi......................... 22
Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol gruplarindaki
ratlara ait notrofil, eozinofil, bazofil, lenfosit ve monosit yuzdeleri............ 24
Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubu ratlara ait

TOS, TAS, OSI ve 8-OHAG diizeyleri.........ocovvveriniiiiiiiiiiiiiiiiiienn, 27

Vil



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.

Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.

SEKILLER LISTESI

Trans-resveratrol ve cis-resveratroliin kimyasal yapist........................ 5)
Resveratroliin piceid formu..............oooiiiiiiiiii i, 5)
Resveratroltn etkileri.............ouiuieiiii e 6
Lokositlerin siniflandirtlmast.........o.o.oeeiiiiiiiii e, 10
OKSIAALIT StIES. ... vttt 13
DNA’da meydana gelen oksidatif hasarlar.............................oa. 14

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki
ratlarin notrofil ylizdeleri...........oviiiiii i 24

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki
ratlarin eozinofil ylizdeleri...........oooviiiiiiiiiiii i 25

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki
ratlarin bazofil ylizdeleri..............oooi 25

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki
ratlarin lenfosit ylizdeleri....... ..o 26

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki
ratlarin monosit ylizdeleri................coooiiiiiiii i, 20

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki
ratlarin TOS dlizeyleri.......c.ovuiiiiiii i e 28

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki
ratlarin TAS seviyeleri. ... ..o 28

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki
ratlarin OST degerleri........oooviiii i 29

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki
ratlarin 8-OHdAG seviyeleri.........o.ooiiiiiiiiii e 29



1.GIRIS

Resveratrol; non-flavanoid olup en ¢ok kara tiziimiin kabugunda bulunur. Asmalarin
kokiinde, sapinda ve cekirdeginde daha az oranda bulunmaktadir. Uziimii korudugu gibi
insanida korudugu diisiiniilen resveratrol, soguk hava kosullarinda yetisen tiziimlerde oran
olarak daha yuksektir (Anonim, 2011). Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalar incelendiginde,
tim bitkilerden resveratroliin tiretilebildigi 72 tiirtin oldugu belirlenmistir. Bu bitkilerin

basinda; asma, yaban mersini, dut, yer fistig1 ve Antep fistig1 yer almaktadir (Dong, 2003).

Resveratrol aktif formunu (trans-resveratrol) bircok yiyecek ¢esidinde
koruyabilmektedir. Bunu 1siya dayanikli olmasiyla saglamaktadir. Agiza alindiktan sonra
sidirimi ve kana karismasi ¢ok hizlidir (Kuhnle ve ark., 2000; Bavaresco ve Vezzulli,
2006).

Sitotoksik ilaglar, kanser hiicrelerinin 6zellikle hiicre yapilari1 veya metastazik
ilerleme yollarim1 bozarak antitimor etkilerini gostermektedirler. Metotreksat sitotoksik

ilaglarin antimetabolitler grubunda yeralir (Weijl ve ark., 1997; Block ve ark., 2007).

Metotreksat (MTX), antikanserojen, antiinflamatuar, antimetabolit, antineoplastik
etkileri olan bir ilag olup; I6semi, lenfoma, akciger ve meme kanseri ile romatoid artrit gibi
bazi hastaliklarda sik olarak kullanilir. YUksek dozda verildiginde biling dizeyinde
bozukluklarina neden olur. Gelisen yan etkilerin ¢ogunda metotreksat verilmesiyle

tetiklenen oksidatif stresin rolii oldugu bildirilmektedir (Caron ve ark., 2009).

Kemoterapilerin en sik goriilen yan etkisi kemik iliginin baskilanmasidir ve
oliimciil olabilir. Kemik iligi baskilanmasiyla anemi, trombositopeni ve 16kopeni tablolart
ortaya cikar. Kemoterapi sonrasi baskilanan kemik iligi nedeniyle hastalarda azalan
nétrofil sayis1 (Ntropeni) nedeniyle olusabilen enfeksiyon en dliimcil yan etkidir (iligin
ve ark., 1996; Senol, 2004).

Kanserli hastalarda verilen kemoterapi oral mukozitin en sik nedenidir. Metotreksat
gibi baz1 sitotoksik ilaglar agizdan aniise kadar gastrointestinal sistemin (GIS) tamaminimn
epitelyumunda hasar olusturur. Bunun sonucunda iilserasyon ve devaminda yangi

gorulebilmektedir (Akkus ve Sanli, 2006).



Resveratrol enflamasyonda, aterosklerozda ve kanser olusumunu engellemede
O6nemli gorev ustlenmektedir. Onun disinda resveratrolin antioksidanlarin, lipid ve
lipoproteinlerin metabolizmasinda da diizenleyici etkiler gosterdigi belirlenmistir (Pace-
Asciak ve ark., 1995; Kirimlioglu ve ark., 2006). Uguralp ve ark, (2005) tarafindan yapilan
bir ¢alismada sican testislerinde iskemi reperflizyonu olusturulularak testiste oksidatif
hasara yol agilmis, fakat resveratrol verilmesi ile hasarin gozle goriiliir sekilde ortadan

kalktig1 gézlenmistir.

Bircok eczacilik ve tip literatiirline gore resveratrol stresin yarattigi faktorlere karsi
insanlarda koruyucu olabilmektedir. Resveratroliin basta kanser olmak {izere, koroner kalp
hastaliklari, Alzaheimer, Diabet gibi pek ¢ok hastalig1 iyilestirici etkisi belirlenmistir.
Yapilan literatiir taramalarinda MTX uygulanmasi sonrasinda resveratrolun I0kosit
yuzdeleri, total oksidan (TOS)-antioksidan durum (TAS) ve DNA hasari (8-OHdG)
tizerine etkisi ile ilgili yapilan ¢alisma sayisi ¢ok azdir. Bu nedenle bu g¢alisma ile elde

edilen veriler bilimsel platforma ve klinik kullanima sunulacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Resveratrol (Res)

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) raporuna gore, diinyada ila¢ sanayinde ve baharat
niyetine sofralarda kullanilan bitkilerin sayisinin 20.000’¢ yakin oldugu tespit edilmistir.
Bu bitkilerin ¢ogu ugucu yag asidi icermektedir. Baz1 bitki tiirlerindeki ugucu yaglar, bazi
mayalar ve bakterilerin gelisimlerini engelleyerek yiyecekleri dogal olarak korurlar. Cin
halki uzun zamandan beri bitkilerden yaptiklar1 karisimlar1 ilag olarak kullanmiglardir.
Ulkemizde de eski devirlerde sifal1 olup olmadigini bilmeden denemeler sonucunda uygun
goriiliip, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmis birgok bitki tiirii vardir. Hitit
doneminde kullanilan ila¢ regetelerinde bitki adlarmin kullanilmasi, eski donemlerde
bitkilerin 6nemli yer tuttugunu gostermektedir. Bu bitkilerden ticaret amach tretilenlerin
500 civarinda oldugu belirtilmektedir. Turk ilag¢ sektorline kayitli 140 bitki tlrl vardir.
Fakat ila¢ sanayisinin kesfetmedigi, daha ¢ok halk tarafindan tedavi amaciyla kullanilan

bitki sayisi daha fazladir (Yigit ve Benli, 2005; Cenet ve Toroglu, 2006).

Dogadaki en oOnemli antioksidanlar fenolik maddelerdir. Bunlar, polifenolik
komponentler olarak bilinip, bitkilerin tiim kisimlarinda bulunurlar. Bitkisel fenolik
antioksidanlardan en yaygin olanlar1 flavonoitler, kumarinler, tokoferoller, sinnamik asit
tirevleri ve fenolik asitlerdir. Bu maddeler besinlerdeki kolaylikla oksitlenebilen maddeleri
oksidasyondan koruduklar1 bilinmektedir (Javonovic ve ark., 1984; Shahidi ve Naczk
1995; Moure ve ark., 2001).

Resveratrol, tip ve eczacilik sektoriinde son yillarda ¢ok dikkat c¢eken, yashlik
karsit1 Ozelligi tespit edilmis gucli bir antioksidan polifenol bilesiktir (Baxter, 2008).
Resveratrol dogal bir stilbendir ve nonflanoid olarak engok bulunan biyolojik aktif
fenoldir ve stilben-sentaz enzimi tarafindan sentezlenmektedir (Mazza, 1995). Patojen
saldirisi, ultraviole radyasyona maruz kalma, iklim degisiklikleri, ozon, agir metaller
abiyotik stres faktorleri ve hava kirliligi resveratrol sentezini arttirmaktadir (Ather ve ark.,

2007).

Resveratrol, ilkin 1940’11 yillarda ak¢opleme bitkisinden (Veratrum grandiflorum)

izole edilmis, daha sonra Japonya’da folklorik Kojo-kon olarak adlandirilan (Plygonum



Cuspidatum) bitki kokiinde ortaya ¢ikarilip; supuratif dermatit, deri hastaliklar1 ve mantar
tedavisinde yaygin olarak kullanilmistir (Chachay ve ark., 2011). Yapilan bir ¢alismada,
Uztmin kabuk ve dis kisminda daha ¢ok bulundugu tesbit edilmis; bitkiler tarafindan stres,
ultraviyole 1s1m1 ve mantarlara karst koruyucu mekanizma sirasinda iiretildigi tespit

edilmistir (Aggrawal ve Shishodia, 2005).

Resveratrol, lizlimiin yani sira, dut, erik, limon, kiraz, yer fistig1, findik gibi birgok
meyve tiiriinde, ¢erezlerde ve yani sira okaliptlis, zambak, ladin, yaban mersini ve akasya
benzeri bitkilerde dahil olmak lzere 72 tlrde yuksek oranda bulunur (Dong, 2003). Kékeni
eski Hindistan’da yasam bilgisi anlamina gelen Ayurveda’ya dayananan resveratrol,
alternatif tipta ve geleneksel Cin tibbinda da kullanilmistir (Aggrawal ve Shishodia, 2005).
Ayrica Fransa’nin giineyinde doymus yag ve sigarayi asir1 kullananlarda kalp krizinden
6limiin az olmasi, i¢ilen kirmiz1 saraptaki resveretrolden kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir.
Bu durum ‘Fransiz Paradoksu’ olarak adlandirilmis, daha sonra tek nedenin bu olmadig:
anlasilmistir. Bu durum resveratroliin yaglarin emilimini azalttigini, kanda antikoagtilan
etki gosterdigini ve damarlarda vazodilatasyon sagladigini belirtmektedir (Gu ve ark.,
2000; Hung ve ark., 2000).

2.1.1. Resveratroliin yapis1 ve turevleri

3,4' 5-trihydroxy-trans-stiloene kimyasal adi ile bilinen resveratrol, CisH1203
formald ile gosterilir. Agirlhigi 228,25 g/mol olup; su, yag, metanol ve asetonda kolayca
¢oziilir. Kaynama noktasi 253-255°C’dir. Hafif grimsi beyaz, kati- toz haldedir.
Resveratroliin trans ve cis izomerleri vardir. Biyolojik aktivite gdsteren formu trans-

resveratroldur (3,5,4' trihidroksistilben) (Haneke, 2002).

Resveratrolun trans ve cis izomerlerinin (Sekil 1) yan sira glikolize olmus piceid
formu (Sekil 2) da vardir.
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Sekil 1. Trans-resveratrol ve Cis-resveratroliin kimyasal yapis1 (Haneke, 2002)

Cis-Resveratrol iiziimiin dogal bir bileseni olmamasina ragmen incelemeler
sonunda neredeyse biitiin saraplarda tespit edilmistir. Bu da gosteriyor ki, orijin ve
uygulanan teknolojiye bagli olmadan, bu madde sarap iiretimi sirasinda trans izomerinden

cis izomerine doniismektedir (Gerogiannaki-Christopoulou ve ark., 2006).
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Sekil 2. Resveratroliin piceid formu (Anonymous, 2014)

Resveratrol bitkilerde cogunlukla glikozitlenmis (Piceid) formdadir. Resveratrol
oksidatif parcalanmadan glikozitlenerek korunur (Ather ve ark., 2007). Glikolize
resveratrol ¢ok istikrarli ve suda eriyebilir 6zellikte oldugundan kolayca ve yiiksek oranda
gastrointestinal sistemden emilir. Emildiktenden sonra karacigerde trans-resveratrol-3-O-

glukuronit ve trans-resveratrol-3-O- silfata metabolize olur (Signorelli ve Ghidoni, 2005).



2.1.2. Resveratrolin etkileri

Cesitli aragtirmalar sonucunda resveratoliin birgok etkisi oldugunu ortaya

koymustur. Resveratroliin etki alan1 ¢ok genis olup Sekil 3’te 6zetlenmistir.

" e Antioksidan
Kardiyoprotektif

Antiinflamatuar
Yaslanmayi
gecikirici RESVERATROL
Kanser

Kemopreventif
Obeziteyi azaltma
Noroprotektif

Sekil 3. Resveratroliin Etkileri (Karabulut, 2008)

Resveratrol, sirtuin (SIRT2, insan SIRT1 homologu) etkinlestirici olarak protein ve
gen ailesinde 6nemli bir yer tutar (Moynihan ve ark., 2005). SIRT1 DNA tamir geni olarak
bilinir. Sirtuinler metabolizmay1 diizenlemede, kanseri ve yaslanmay: engellemede ve uzun
yasamada strese bagli sinyal transdiiksiyon yollarinda kritik bir baglantiya sahip olup,
sessiz ve 6nemli bir dizenleyici olarak gorev alir (Milne ve ark., 2007). Sirtuinler DNA
onarim enzimlerini deasetile ederek aktiflestirir ve DNA’y1 sabitlestirir. Bunlarin
yoklugunda ise DNA hasar gormeye yatkin hale gelir. Dolayisiyla bu mekanizmalar

baslatan resveratrol sirtuinler Gzerinden yasami uzatabilir (Kumar ve ark., 2007).

Resveratroliin  0miir uzunlugunu artirict etksini belirlemeye yonelik yapilan
aragtirmalara gore, alman resveratrol miktarina bagli olarak, resveratroliin; mayalarda
(Saccha romyces cerevisiae), iplik kurtlarinda (Caenorhab ditiselegans), meyve
sineklerinde (Drosophila melanogaster), baliklarin bazi tiirlerinde ve obez farelerde yasam
stiresini (Omir uzunlugunu) sirasi ile; %70, %29, %24, %50 ve %31’e varan oranlarda

artirdigini belirlemislerdir (Howitz ve ark., 2003; Baur ve ark., 2006).



Resveratrolun, gii¢lii antioksidan 6zelligi sayesinde serbest radikallerin yol actigi
hiicre yaralanmalarini engellemeye yardimci olmakla beraber yaglarin yiikseltgenmesi
sonucu bozulmasini ve buna bagl hiicre 6liimiinii engelledigi bilinmektedir (Frankel ve
ark., 1993; Jang ve ark., 1997; Tedesco ve ark., 2000; Mizutani ve ark., 2001; Wang ve
ark., 2002) Ayrica iyi ¢ozlnebilirlikleri sayesinde C ve E vitaminlerinden daha etkili bir
koruma yapabildigi, trombosit kiimelesmesini kontrol edebildigi ve damar sertligini
engelledigi de ifade edilmistir (Weindruch, 2003).

Yapilan bir arastirmada (Weindruch, 2003), resveratrolle beslenen farelerin
yaslanmayla iligkili genetik aktivitelerinde degisim oldugu tespit edilmistir. Ayrica
arastirmada resveratrol’iin kalp fonksiyonlarindaki yavaslamay1 biiylik oranda durdurdugu
anlasilmis ve kroner kalp yetmezligi riskini azaltabilecegi ifade edilmistir. Arichi ve ark,
(1982) ile Kimura ve ark, (1983) fareler iizerinde yaptiklart ¢alismalarda, resveratroliin
karacigerde yaglanmay1 6nledigini belirlemislerdir. Bununla birlikte resveratroliin, midede
tilser, gastrit ve kanser gelisimine neden olan Helicobacter pylori’nin gelisimini ve meme
kanseri hiicrelerinin biiylimesini engelledigi bildirilmistir (Mahady ve Pendland, 2000).
Prostat kanseri hiicrelerinde ise androjenleri bloke ettigi vurgulanmistir (Narayanan ve
ark., 2002). Ayrica kemikteki kanser hiicrelerinin metestazini bloke ettigide

bildirilmektedir (Frankel ve ark., 1993).

Son yillarda yapilan arastirmalar resveratroliin nitrik oksit (NO) sentezini uyardigi
ve indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu arttirdigi saptanmistir.
Resveratrol, doza bagl olarak plazma NO dulzeylerini arttirmis ve hiicre zedelenmesini de
yine verilen doza bagl olarak azaltmistir (Ray ve ark., 1999; Naderali ve ark., 2000; Hung
ve ark., 2000; Giovannini ve ark., 2001). Orta serebral arter okliize edilerek olusturulan
yerel beyin iskemisi sonrasinda da resveratroliin olusan nekrotik alani kiigiilttiigu
gosterilmistir. Bu etkiyi antioksidan, antikuagtlan ve vazodilatasyon 6zellikleri sayesinde

sagladig ileri stirtilmistiir (Huang ve ark., 2001).

2.2. Metotreksat (MTX)

Metotreksat (MTX) kemoterapotik bir ajan olup, hematolojik hastaliklarin gogunda,
romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarda, meme kanseri, osteosarkom ve akciger

kanserinin tedavilerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. MTX ayrica antimetabolit



olarak sedef ve multiple skleroz gibi hastaliklarin sagaltiminda da kullanilmaktadir
(Abolmaali ve ark., 2013). MTX hiicre boéllinmesini yavaslattigindan dolayr kanser
sagaltiminda uzun yillardir kullanim alani bulmustur. Yapilan arastirmalara gore, ilacin
oral ve intravendz uygulamalarinda santral sinir sistemi harig¢ biitiin dokulara dagilabildigi
goriilmustir (Isik ve ark., 1997). MTX’in hastadaki tedavi edici etkileri ile yan etkileri
hastalarda degiskenlik gosterebilir (Widemann ve Adamson, 2006).

MTX, hicre replikasyonu sirasinda sentez fazindaki hiicreleri etkileyip dihidrofolat
rediiktaz enzimine baglanarak, tetrahidrofolat enzimini inhibe eder ve bu sayede plrin ve
primidin yapimi1 gergeklesmez (Chabner ve ark., 1985), aminoasitlerin sentezinde
azalmaya neden olur ve boylece NO ve protein sentezini 6nler (Bruton ve ark., 2009).

MTX, vylksek dozda verildiginde biling diizeyinde bozukluklarina neden
olmaktadir. Gelisen yan etkilerin cogunda metotreksat verilmesiyle tetiklenen oksidatif

stresin rolii oldugu bildirilmektedir (Caron ve ark., 2009).

2.2.1. Metotreksat’ in yan etkileri

Akut MTX toksisitesinde; enjeksiyondan sonraki 2-4 saat igersinde basagrisi,
ensede sertlik, mide bulantisi, kusma ve ates gorulebilir. Bazen bacaklara yayilan ilerleyen
bel ve bacak agrisi, akabinde his kayiplar1 ve belden asagisinda felg, barsaklarda ya da
idrar kesesinde fonksiyon bozuklugu ile beyinde ve omirilikte demiyelinizasyon
sekillenebilir. Tranvers myelopati genellikle birka¢ enjeksiyondan sonra olusabilir, bu
nedenle intratekal MTX tedavisinin nadir komplikasyonu olarak degerlendirilir (Brock ve
Jennings, 2004). MTX, purin ve pirimidin sentezini inhibe ederek DNA defektlerine de yol
acabilir ve bu durum apoptozisle sonuglanir (Uraz ve ark., 2008). Romatoid artritli
hastalarda MTX tedavisi sonrasi yapilan karaciger biyopsisinde, folat azliginin yani sira,

MTX poliglutamatlarinin biriktigi de rapor edilmistir (Kremer ve ark., 2009).

Genel olarak, kematerapétiklerin biiyiik ¢ogunlugu mide bulantisina, kusmaya,
anoreksiyaya, mukozite, kabizlik ya da diyareye neden olabilmektedir. Ayrica kemik
iliginde miyelosupresyon, kanda; anemi, ndtropeni, trombositopeni gibi etkilere de yol
acar. Karacigerde: karaciger enzimlerinin yilikselmesi, agri, karaciger biiylimesi gibi

degisikliklere de neden olur. Bobreklerde; idrar kesesinde kanama, az idrar ¢ikarma, idrar



cikarmada giigliik, kreatininde artig, hiperiirisemi belirtilerini gosterir. Deride, kil
dokilmesi, kulakta eritem, hiperpigmentasyon, tirnaklarda anormallikler, 1s1ga duyarlilik

gorulen semptomlar arasindadir (Baquiran ve Gallagher, 2001).

2.3. Lokositler

Lokositler; organizmay1 yabanci etkenlere karsi koruyan ve aktif hareket edebilen
kan hucrelerinden biridir. Beyaz kan hiicreleri ya da akyuvar olarak da isimlendirilirler ve
cekirdek igerirler. Fizyolojik olarak kanda birim hacimde (mm?®) toplam lokosit sayisi
4000- 10.000 arasinda degisiklik gosterir. Klinik olarak sayilar1 4000°den az olursa

16kopeni, 10.000’den fazla olursa 16kositoz ismini alirlar.

Lokositlerin yapim yeri, kirmizi kemik iligi, lenfoid organlar (dalak, timus,
bademcik) ile ve lenf bezleridir. Lokositler ihtiya¢c durumunda kana verilmek tzere kemik
iliginde depo edilirler. Akut yangilarda oldugu gibi, gerekli durumlarda, kemik iliginde
depo edilmis 16kositler dolasim kanina verilerek sayilari hizla bir sekide artar ve normal

sayilarinin birkag katina ¢ikabilir.

Lokositlerin kandaki yasam siireleri 1-2 saat (granulositler) ile 100-200 gin
(lenfositler) arasinda olabilir. Bunula birlikte yangi durumlarinnda ise 2-3 saatten birkag

gune kadar degisim gosterebilecegi anlasilmistir.

Lokositler, fagositoz yapabilme yetenegine sahiptirler. Bu nedenle ¢esitli yollarla
viicuda giren mikroorganizmalari, 6lii doku artiklarimi ve yabanci maddeleri sindirerek

viicuttan uzaklastirabilirler (Yakar K, 2005; Ozden M, 2012).

Lokositler sitopldzmalarinda graniil bulundurmalarina (graniilositler) ya da

bulundurmamalarina (agrantilositler) gore iki gruba ayrilirlar (Sekil 4).



LOKOSITLERIN SINIFLANDIRILMASI
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Sekil 4. Lokositlerin siniflandiriimasi (Yakar K, 2005; Ozden M, 2012).

2.3.1. Grandulositler

Bu lokositler sitoplazmalarinda boya alabilen granul taneciklerine sahiptirler.
Uretim yerleri kirmiz1 kemik iligidir. Nétrofiller, eozinofiller ve bazofiller bu grupta yer
alan lokositleridir (Yakar K, 2005; Ozden M, 2012).

Notrofiller, cekirdekleri pargali olup tim I6kositlerin nétrofiler canlilarda % 70’ini,
lenfositer canlilarda %30 unu olustururlar. Fagositoz yetenekleri en gucli olan
granulositlerdir. Fagositoz yetenekleri sayesinde organizmaya yabanci maddelere karsi
savunma yapan hucrelerdir.  Ozellikle bakteriyel enfeksiyonlara karsi viicudun ilk
savunma hattin1 olustururlar. Ayrica 6li dokulart ve artik maddeleri fagositoz yoluyla
viicuttan uzaklatirirlar (Atay, 1997; Yilmaz, 2000; Schwartzberg, 2006; Dincol ve ark.,
2006).

Notropeni, genel tanimlamada periferik kandaki notrofil sayisinin normal sinirin
altina diismesidir (Akova ve ark., 2004). DSO’ye gore normal nétrofil sayisinmn
2.000/mm3‘iin altma diismesi (ili¢in ve ark., 1996; Shelton, 2003) yada mutlak notrofil
sayisinin 500-1000/mm?3 *{in arasinda olmasini nétropeni olarak tanimlanir (Ozdemir ve
Tagyildiz, 2004).

Noétropeninin en yaygin nedenleri kemoterapi, radyoterapi, ila¢ zehirlenmesi ve
hipersensitivitedir. Kemoterapik ajanlar: normalde vicuttaki kanserli hucreleri yok
etmeleri nedeniyle yararli iken, normal hiicreleri de Oldurerek zarar verebilirler.

Kemoterapiden en cok etkilenen hiicreler, boliinme yetenegi hizli olanlardir. Bunlar
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arasinda ozellikle, kemik iligi, gastrointestinal sistem, epitelyum ve sag¢ folikul hucreleri
yer alir (Iligin ve ark., 1996; Senol, 2004).

Kemoterapilerin en sik goriilen yan etkisi kemik iliginin baskilanmasidir ve
Oliimciil olabilir. Kemik iligi baskilanmasiyla anemi, trombositopeni ve 16kopeni tablolari
ortaya c¢ikar. Kemoterapi sonrasi baskilanan kemik iligi nedeniyle hastalarda azalan
nétrofil sayis1 (NStropeni) nedeniyle olusabilen enfeksiyon en dliimciil yan etkidir (ilicin

ve ark., 1996; Senol, 2004).

Eozinofiller, alerjik reaksiyonlarda, deri ve paraziter hastaliklarda gbrev alan
Iokositlerdir. Cekirdekleri genellikle iki pargalidir ve diger graniilositlere gore daha az
fagozsitoz yaparlar. Sayilar total 16kositlerin % 2- 3’1 kadardir.

Bazofiller, yapilarinda bol miktarda heparin, histamin ve serotinin tagirlar. Histamin
ve serotonin kan damarlar1 aktivitesi {izerine etkili maddelerdir. Bazofiller yalnizca alerjik

reaksiyonlarda gorev alirlar. Tiim 16kositlerin % 0,4 {inii olustururlar.

2.3.2. Agranulositler

Yapilarinda graniil bulundurmayan lokositlerdir. Monosit ve lenfosit olmak (izere

iki tird vardir.

Monositler, kirmizi kemik iliginde tretilir ve bazi durumlarda dokular arasina
gecerek ‘doku makrofajlari’ adin1 alirlar. Makrofajlar, gugli fagositoz yetenekleri
sayesinde, bakteri, mantar, protezolar ile biylk virtsleri yok ederler. Tim l6kositlerin %

5,3’1ii monositlerden olusur (Yilmaz, 2000).

Lenfositler, viicudun bagisiklik sisteminde gérev alan lokositlerdir. Uretim yerleri
lenfoid organlardir. Fagositoz yapamazlar. ki alt gruba sahiptirler. T lenfositler, hticresel
bagisiklikta gorev alirken, B lenfositler humoral bagisiklikta gérev almaktadir (Yakar K,
2005; Ozden M, 2012). Sayilar1 lenfositer tiirlerde tiim 16kositlerin % 70’1, notrofiler
canlilarda %30’u kadardir (Y1lmaz, 2000).
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2.4. Oksidanlar ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, atomlarin orbital kisimlarinda bulunan eslenmemis elektron
tasiyan viicutta metabolizma sirasinda olusan son derece etkin kimyasal molekiillerdir
(Halliwell, 1994; Young ve Woodside, 2001). Kararsiz bir yapilar1 vardir ve bu nedenle
diger organik ve inorganik molekillerle reaksiyona girebilirler. En 6nemli serbest
radikaller, oksijen kullanilan organizmalarda fizyolojik olarak olusan reaktif oksijen
tiirleridir (ROS). Yapilan bazi ¢aligsmalarla, bir ¢ok kemoterapik ajanin hem canli hiicrede
hem de yapay ortamda serbest radikal tiretimine neden olduklar1 gosterilmistir (Weijl ve
ark., 1997; White ve ark., 2006; Simone ve ark., 2007; Crohns ve ark., 2009). Radyoterapi
ve bazi sitotoksik ajanlar serbest radikal tiretimine neden olarak hiicresel 6liime yol
acmakta, antioksidanlar ise serbest radikaller ile bunlara bagli gelisen oksidatif

reaksiyonlar1 azaltmaktadirlar (Prasad ve ark., 2002; Simone ve ark., 2007).

ROS’larin yasam siireleri ¢ok kisadir ve miktarca diisiik yogunluklarda bulunurlar.
Buna karsilik hiicre bilesenleri ile etkilesime girebilen, ¢ok aktif yapili zararl bilesiklerdir.
ROS’lar proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve nukleik asitler ile reaksiyona girerek,
yapisal ve fonksiyonel degisikler yaparlar. Yaptiklar1 bu degisikliklerle; protein sarmalinda
kesilmeye, oksidasyona, kromozom kirilmalarina, kdopriillesmeye (protein- protein
baglantisi, proteinlipid baglantis1), malign degisikliklere, mutasyonlara hatta hiicre
6lumune neden olurlar (Schoenberg ve Beger, 1990; Sinclair ve ark.,1990).

Serbest radikaller hiicrede meydana gelen enzimatik olaylar sirasinda enzimlerin
aktif yerinde ara Uriin olarak surekli olugsmaktadirlar. Bazen enzimlerin aktif yerinden
serbest radikal sizintist olmakta, sizan serbest radikal molekileri oksijenle yanlisglikla
etkileserek ROS olusturmaktadirlar. Hiicrede olusan ROS’lar, antioksidanlar tarafindan
ortadan kaldirtlirlar. Bazi durumlarda ise antioksidanlarin kaldirabileceginden daha fazla
ROS olusabilir. Olusan bu duruma oksidatif stres denir ve bu durum sonucunda doku
hasar1 meydana gelir (Akkus, 1995). Bununla birlikte plazmadaki serbest radikal
reaksiyonlarinda katalizor gorevini istlenen demir iyonu da oksidatif hasara neden
olabilmektedir (Weijl ve ark., 1997). Resveratroliin olusan siiperoksit radikallerini ve diger

ROS’larin olusumunu azalttig1 bildirilmistir (Olas ve ark., 2001).
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Diger bir deyisle oksidatif stres, biyolojide oksidanlarla antioksidanlar arasindaki
dengenin, antioksidanlar aleyhine yada oksidanlar lehine bozulmasi olarak ifade edilir
(Sekil 5) (Bhuvarahamurthy ve ark., 1996).

E wvitamini
Enzimler
hiicre

SAavonmasi

Olcsidatif stres
Sekil 5. Oksidatif Stres (Bhuvarahamurthy ve ark., 1996).

Oksidan ve antioksidanlar1 ayr1 ayr1 6lgebilen ¢esitli yontemler vardir (Martinez,
2002). Fakat bu molekiillerin ayr1 ayr1 dl¢iilmesi zaman alici olmasi ile birlikte, pahali ve
zordur. Bu nedenle total oksidan (TOS) ve total antioksidan (TAS) 6lgimu yapmak hizli ve
uygun bir yontemdir. Bir 0rnekteki oksidan ve antioksidanlarin ayr1 ayri belirlenmesinden
daha pratiktir (Asher ve ark., 1995; Bjorksten ve ark., 1998).

TAS 0l¢imu bir 6rnekteki antioksidanlarin toplamini belirler. TAS 6lglimi igin
gelistirilen birgok metod vardir. Bu metodlarda genel prensip olusturulan bir radikale kars1
numunede varolan antioksidanlarin varliginin belirlenmesidir. Bunlar arasinda 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-silfonat) (=ABTS) 0l¢imi en ¢ok Kkullanilan kolorimetrik
yontemdir. (Asher ve ark., 1995).

Oksidatif stres indeksi (OSI), TOS degerinin TAS degerine orani ile heSaplanir
(Erel, 2004; Erel, 2005).

2.5. DNA Hasarn (8-OHdG)

Oksidatif stresin hiicre hasarina lipidler, proteinler ve DNA (zerinde yaptig
degisikliklerin neden oldugu bilinmektedir (Dizdaroglu, 1994; Dandona ve ark., 1996).
DNAdaki oksidatif hasara neden olan baslica etkenler: Iyonize radyasyon, yiilksek oksijen
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yogunlugu, radikal zincir reaksiyonuna ugrayan kimyasallar (adrenalin, dopamin),
dioksopurin oksidaz ve substratlari ile TNF-a’dir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). ROS’lar,
DNA’da farkli mekanizmalar ile oksidatif hasara neden olurlar (Sekil 6) (Valko ve ark.,
2007).
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Sekil 6. DNA’da meydana gelen oksidatif hasarlar (Valko ve ark., 2007)

DNA’da ROS tarafindan olusan oksidatif hasar, erken yaslanmaya, kanserlere,
kardiyovaskdler sistem hastaliklarina, bagisiklik sistemin baskilanmasi sonucu olusan
hastaliklara, doku fonksiyonlarinin bozulmasi ile ortaya ¢ikan dejeneratif hastaliklar gibi
hastaliklarin belirteci veya temel nedeni olarak goriilmektedir (Dizdaroglu, 1994; Dandona
ve ark., 1996). Cok diisiik diizeyde de olsa, saglikli bireylerde de DNA hasar1 ve onarimi
olmaktadir (Randerath ve ark., 1997).

DNA’daki oksidatif hasarin direk gostergesi olarak kabul edilen 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine (8-OHdG) 6lgiimii, DNA’da olusan oksidatif hasar1 belirlemede kullanilan
en sik yontemdir (Halliwell, 1999). 8-OHdG, 8-Hidroksiguanin (8-OHGua)’ nin
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deoksiriboza baglanmis hali olan bir modifiye niikleozit ve ekzoniikleazlar olarak
adlandirilan enzimlerin okside olmus DNA’y1 onardiginda ekstrakte edilen bir baz

modifikasyonudur (Shigenaga ve Ames, 1991; Loft ve ark., 1992; Halliwell ve ark., 1997).

8-OHdG, ROS’lar tarafindan DNA {izerinde yapilan ve en sik goriilen yaklasik 100
tane oksidatif baz hasar Uruntnden biridir. Mutajenitesi en iyi bilinenidir (Fraga ve ark.,
1990; Loft ve Poulsen, 1999). Oksidatif DNA hasarimin bir belirteci olarak Kasai ve
Nishiura (1984) tarafindan tespit edilmistir. 8-OHdG, DNA onarim enzimleri tarafindan
kesilerek uzaklastirilir, periferik dolasima geger ve idrarla atilir. Lokosit DNA’sinda
bulunan 8-OHdG, serum ve idrarda bulunan 8-OHdG oksidatif stres markeri olarak
degerlendirilmektedir (Halliwell, 1999; Cooke ve ark., 2003; Evans ve Cooke, 2004).
ROS’lar DNA bilesenleri igerisinde guanini hedef alirlar, ¢linkii guanin en disiik

ayristirma potansiyeline sahip bilesendir (Hirano ve ark., 1996).

Genetik meteryal iizerindeki gevresel etmenlerin tehtidi ile bazi hiicresel olaylar
(DNA Replikasyonu) DNA iizerinde degisikliklere neden olurlar. DNA’da olusan hasar;
mutasyona, kansere, yaslanmaya ve sonucta hiicre 6limune neden olabilen bir durumdur.
Yasam boyunca ROS’lar ve ekzojen ajanlar nedeniyle DNA’da siirekli olarak degisiklikler
olusabilmektedir. Bu degisiklikler, ¢ok hiicreli canlilarda yaslanmaya ve gerilemeye, tek

hiicreli canlilarda da hiicresel 6liime neden olabilir (Sancar ve ark., 2004; Rupp, 2006).

DNA’da olusan oksidatif hasar iki hipoteze dayanir (Halliwell ve Aruoma, 1991).
Her iki hipotezinde canlilar igin gecerli oldugu kabul gormektedir. Oksidatif stresin
sebebine ve hiicrenin tiiriine gore mekanizmalardan biri digerinin Oniine gegmektedir.
Reaksiyon hizi, mekanizmasi ve baz modifikasyonunun tiirli transisyon metal iyonlarinin

varligindan etkilenmektedir (Milligan ve Ward, 1994).

Fenton Kimyasi hipotezinin kullanimi1 1960’lardan sonrasina rastlamaktadir. Bu
reaksiyon, asidik sartlar altinda Fe*® iyonunun ve diger gecis iyonlarnin H,O, ile
reaksiyonuna dayanmaktadir. Reaksiyon sonucu en reaktif ve zarar verici ROS olan
hidroksil (OH™) radikalleri olugsmaktadir (Akkus, 1995). DNA’ya saldiran OH™ radikalleri
hasar olusturur. Fakat stperoksit (O27) gibi H2O2’de DNA’da direk hasar olusturmaz. OH
radikalinin DNA’ da direk etki olusturabilmesi i¢in ya DNA’da ya da ¢ok yakininda
gerceklesmesi zorunludur. OH radikalinin reaktivitesi ¢cok yiksek oldugu igin hiicre i¢inde
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diffiize olmasi ve nukleusa ge¢mesi ihtimali cok azdir. Fakat membrani gecebildigi
durumlarda H202’nin nikleusta Fe-Cu iyonlan ile reaksiyona girer (Haber-Weiss ve
Fenton reaksiyonlar1) ve hidroksil radikallerini olustururlar (Halliwell ve Gutteridge,
1999).

Bununla birlikte oksidatif stres, niikleaz aktivasyonu reaksiyonuna gore; sitozolik
Ca2* iyon konsantrasyonunda biiyiik bir artisa sebep olur. Bunun sonucunda niikleustaki
Ca?* bagimli endoniikleazlar1 aktive eder, DNA’da fragmantasyon ve kimyasal
degisiklikler goruliir (Milligan ve Ward, 1994). Dal kirikliklart DNA’da oksidatif hasar ile
ilk olusan lezyondur. DNA onarimi esnasinda niikleaz aktivitesi ile olusabilmektedir. Bu
nedenle her zaman oksidatif DNA hasarinin sonucu olarak goriilmemektedir (Evans ve

Cooke, 2004).

Zastawny ve ark (1995) doku kiiltiir ortaminda yaptiklari ¢alismada oksidatif DNA
baz hasarinin Fe** ve Cu?* iyon yogunlugu ile pozitif iliskili oldugunu tespit etmislerdir.
Bununla birlikte, bakir ve demir gelatorleri (deferoksamin) kullaniminin H202’ye maruz
kalan hiicrelerde DNA’nin oksidatif hasarimi azalttigini bildirmislerdir. Halliwell ve
Gutteridge (1999) da, DNA’y1 oksidatif hasardan korumak icin radikal temizleyicilerinin
ve demir celatorlerinin birlikte kullanilmalarinin gerekli oldugunu; Milligan ve Ward
(1994) ise, Ca?*gelatorlerinin kullanmimi ile DNA hasarinin engellenebildigini ifade

etmislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hayvan materyali

Bu caligmada kullamilan ratlar, Yiiziincii Yil Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesi'nden temin edildi. Toplam 40 adet, 8-9 haftalik, 250-300 g agirhginda Wistar
Albino rat kullanildi. Ratlar deneme siiresince 12 saat karanlik/aydinlik ve 22+2°C sicaklik

odalarda, dnlerinde slrekli olarak taze su ve yem bulunan kafeslerde barindirildi.

Bir haftalik adaptasyon siiresinin sonunda hayvanlar her biri 10 rattan olusan
rastgele 4 gruba ayrildi: Kontrol grubu (1.grup) , Metotreksat grubu (2.grup), Resveratrol
grubu (3.grup), Metotreksat+Resveratrol grubu (4.grup).

1) Kontrol grubu (10 rat): Kontrol grubuna intraperitonal (i.p) olarak haftada bir
kez toplamda 2 doz serum fizyolojik enjekte edildi.

2) Metotreksat grubu (10 rat): Bu gruptaki ratlara haftada bir kez toplamda 2 kez
20 mg/kg dozunda Metotreksat i.p. yoldan uyguland.

3) Resveratrol grubu (10 rat): Bu gruptaki ratlara 40 mg/kg/giin dozunda
resveratrol icme sularina 14 giin boyunca ilave edildi ve i.p. olarak haftada bir kez

toplamda 2 kez serum fizyolojik enjekte edildi.

4) Metotreksat+Resveratrol grubu (10 rat): Bu gruptaki ratlara haftada bir kez
toplamda 2 kez 20 mg/kg dozunda Metotreksat i.p. yoldan uygulandi ve 40 mg/kg dozunda

resveratrol igme sularina 14 giin boyunca ilave edildi.

14 gln siren calismanin son giinii  Metotreksat grubundan 2 ve
Metotreksat+Resveratrol grubundan 1 adet olmak tizere toplam 3 rat ex oldu. Ex olan ratlar

caligmaya dahil edilmedi.

3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

Cerrahi makasi
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Coklu pipet (Thermo)

Derin dondurucu (Indesit)

EDTA’ I tiip

ELISA okuyucu (Stat Fax 2100, USA)
ELISA yikayict (Stat Fax 2600,USA)
Ependorf tiip

Etiv (Niive EN 400)

Jelli tlp

Lam

Lamel

Mikroskop (Olympus)

Otomatik pipetler (Eppendorf)

Pens

Sogutmali santrifuj (Hettich, Universal 320 R)
Spektrofotometre (Shimadzu)

Yazici (Epson, LX-300+I1)

Yesil uclu enjektor

3.1.3. Kimyasal maddeler

DNA hasar (8-OHdG) ELISA Kit (Bioassay Technology Laboratory)
Giemsa (Sigma-Aldrich)

Immersiyon yag1 (Sigma-Aldrich)
Ketamin HCI, (Ketalar, Pfizer)

Metotreksat (Methotrexate, Kocak Farma),
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My Grinwald (Sigma-Aldrich)
Resveratrol (Solgar, USA)
TAS Kit (Rel Assay),

TOS Kit (Rel Assay),

3.2. Yontem

3.2.1. Kan orneklerinin alinmasi

Deneme sonunda 10mg/kg ksilazin HCI ve 75mg/kg ketamin HCI ile anastezi
altindaki ratlarin kalplerinden enjektdr yardimi ile alinan kan 6rnekleri antikoagiilanli ve
antikoagulantsiz tiiplere koyuldu. Antikoagiilanli (EDTA) tiiplerden lam iizerindeki alinan
bir damla kan ile yayma kan preparati hazirlandi. Antikoagiilanli tiiplere alinan kan
ornekleri 3000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra elde edilen plazmalar eppendorf
tiiplere alind1. Serumlar analizlerin yapilacag zamana kadar derin dondurucuda -20 °C’de
muhafaza edildi. Tam kanda l6kosit yizdeleri klasik ydntemle; serumda TOS, TAS
degerleri kolorimetrik kitlerle ve 8-OHdG degerleri ise ELISA kiti ile belirlendi.

3.2.2. Yayma kan preparat1 (Froti) hazirlanmasi ve boyanmasi

- Antikoagiilanl tiiplerden alinan bir damla kan, lamin kenarma koyuldu. Lam sol

elin bas ve igaret parmaklari arasinda yatay bir sekilde tutuldu.

- Sag elin bas ve isaret parmaklari arasina alinan lamel kan damlasinin 6n kismina
45° lik ac1 yapacak sekilde koyuldu. Lamel geriye dogru gekilip, kanin lamelin
kenar1 boyunca yayilmasi i¢in beklendikten sonra ayni aci ile ileri dogru hareket

ettirerek kan ince bir tabaka halinde yayildi.

- Kan hucrelerini tespit etmek i¢in preparatlarin iizerlerini kaplayacak kadar May
Grinwald boyasi damlalik yardimi ile dokiildii ve 3-5 dakika beklenildi.

- Lamin kenarindan tutarak {izerindeki May Griinwald boyasimin dokiilmesi saglandi

ve distile su ile yikandu.
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- Preparatlarin iizerini ortecek sekilde 1/5 oraninda distile su ile sulandirilan Giemsa

boyas: dokiildii ve 25-30 dakika beklendi.

- Preparatin kenarindan tutularak Giemsa boyasi dokilda, distile su ile yikandi.

Kurumasi i¢in beklendi.

- Isik mikroskobunda 100 lik objektifte immersiyon yagi kullanilarak incelendi
(Y1ilmaz, 2000).

3.2.3. Total oksidan durum (TOS) tayini

Serum TOS dizeyleri spektrofotometre (Shimadzu) de total oksidan status test Kiti

(Rel Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak tayin edidi.

Prensip: Ornekte bulunan oksidan varligi, ferrus (Fe?") iyon selat komplekslerini
ferrik (Fe") iyona okside eder. Oksidasyon reaksiyonu ortamda kendiliginden bulunan
arttirict molekiiller (gliserol) tarafindan uzatilir. Fe** iyonu asit ortamda ksilenol
(kromajen) ile renkli bir bilesik olusturur. Bu rengin yogunlugu oOrnekteki oksidan
molekiillerin miktari ile orantilidir ve spektrofotometrik olarak élculebilir. Olgiim sonucu
umol H2O; ekivalent/L olarak ifade edilebilir ve H2O: ile kalibre edilebilir (Erel, 2005).

Testin yapilisi:
- 75 pl 6rnek ya da standart farkli kiivvetlere koyuldu.
- Ornek ya da standartin (izerine 500 pl Reaktif 1 eklendi ve karistirildi.
- 37 °C’de 30 sn inkube edildi, 530 nm de okutuldu ve ABS degeri Al olarak yazildi.
- 25 pl Reakfif 2 eklendi, karistrildi,
- 37°C 5 dk inklbe edildi, 530 nm de okultuldu ve ABS degeri A2 olarak yazildu.
Hesaplama: A2-A1=ABS
Sonug: (ABS 6rnek/ABS standart) x 10 ul (standart konsantrasyonu)

Normal degerler: 4-6 umol/L
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AMR Linearity: 0-37.5 umol H2O; ekivalent/L

3.2.4. Total antioksidan durum (TAS) 6l¢cim

Serum TAS duzeyleri spektrofotometre (Shimadzu) de total antioksidan status test

kiti (Rel Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak 6lgiildi.

Prensip: 6rnekteki antioksidanlar koyu mavi tesil renkli ABTS radikallerini renksiz
ABTS formuna dondstiiriir. 660 nm deki ABS degisimleri drneklerin total antioksidan
seviyeleri ile iliskilendirilir. Ol¢iim bir Vitamin E analogu olan Trolox Ekivalent olarak
isimlendirilen sabit standart antioksidan ile kalibre edilebilir. Ol¢iim sonuclart mmol
Trolox ekivalent/L olarak ifade edilir (Erel, 2004).

Testin Yapulisi:

- 30 pul 6rnek, standart ve su farkli kiivetlere koyuldu.

- Uzerlerine 500 pl Reaktif 1 eklendi ve karistirilda.

- 37 °C 30 sn inkube edildi, 530 nm de okutuldu ve ABS degeri Al olarak yazildi.
- 75 pl Reakfif 2 eklendi, karistrildi,

- 37 °C’ de 5 dk. inkiibe dildi, 660 nm de okultuldu ve ABS degeri A2 olarak
yazildu.

Hesaplama: A2-A1=ABS
Sonug: [(ABS H20-ABS 06rnek)]/[( ABS H20O-ABS standart)]
Normal degerler: 1.20-1.50 mmol/L

AMR Linearity: 0-2.75 mmol Trolox Equivalent/L

3.2.5. Oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmasi

Oksidatif stres indeksi = (TOS/TAS)x0.1 formiilii ile hesaplandi ve IU olarak ifade
edildi (Erel, 2005).
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3.2.6. DNA hasar1 (8-OHdG) belirlenmesi

Serumda 8-OHAG dizeyi

ELISA Kkiti (Bioassay Technology Laboratory)

kullanilarak belirlendi. Kit, ELISA cihazinda (Awareness Stat Fax 2100, USA) ¢alisildi.

Testin prensibi: Bu kit rat 8-OHdG yi 6l¢gmek igin biotin kapli antikor sandwich

teknolojisini temel alan ELISA y1 kullanir.

Analiz Aralig1:0.05ng/ml-20 ng/ml

Duyarlilik:0.027 ng/ml

Testin Yapilisi:

Reaktifler, numuneler ve standart ureticinin talimatina gére hazirlandi.

1. Standart solusyonun dilisyonu: S1 den S5 e kadar eppendorf tipler
numaralandirildit ve 120 pl standart sulandirict koyuldu. Standart stok
solusyonundan 120 pl S5 tiipline, S5 den S4’ e, S4° den S3’ e, S3° den S2’ ye,
S2’ den S1° e koyuldu. Her transfer sonrasi tiipler iyice karistirildi ve Tablo 1°
deki son standart oranlari elde edildi.

Standart S5 S4 S3 S2 S1
ng/ml 24 12 6 3 1.5 0.75
Tablo 1. Standart solusyonun diliisyonu

2. Ornekler ve test igin kullanilacak kuyucuklar belirlendi.

3. Standar ve Orneklerin koyulmasi:

- Standart solusyon kuyucuklari: 50 pl standart ve 50 pl streptavidin —HRP.

- Ornek kuyucuklari: 40 pl ornek ve 10 pl 8-OHAG antikorlari, 50 pl
streptavidin-HRP eklendi.

- 37°C’de 60 dakika inkube edildi.

4. Yikama solusyonun hazirlanmasi: Yikama solusyonu (30X) distile su ile

sulandirildi.
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5. Yikama: Elisa yikayici ile plate deki sivi uzaklastirildi, her kuyucuk yikama
solusyonu ile dolduruldu. 30 saniye bekledikten sonra sivi uzaklastirildi. Bu
prosedir 5 kez tekrar edildi.

6. Renk degisimi: Her kuyucuga 6nce 50 pl kromojen A, sonra 50 pl kromojen B
solusyonu eklendi. Yavas bir sekilde karigtirldi. Isiktan koruyarak 37°C’de 10
dakika inkube edildi.

7. Durdurma: Reaksiyonu durdurmak ig¢in her kuyucuga 50 ul Stop solusyonu
eklendi.

8. Analiz: Stop solusyonunu ekledikten sonra 10 dk. i¢inde, kor kuyucuk sifir
olarak alinarak her kuyucugun 450 nm dalga boyundaki absorbansi (ABS)
olguldu.

- Kor kuyucuk: Sadece kromojen solusyon A, B ve stop solusyonu eklendi.

Sonucun hesaplanmasi:

Standart konsantrasyonlar1 ve ABS degerlerine ile 6rneklerin ABS degerlerine gore

konsantrasyonlari hesaplandi.

3.3. istatistik Analizi

Uzerinde durulan 6zellikler icin tamamlayici istatistikler: Ortalama ve Standart
Sapma olarak ifade edildi, her bir Olgiilen degisken i¢in tek yonlii Varyans Analizi
(ANOVA) sonuglart verildi. Dort grup arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulundugunda, hangi grubun farkli oldugunu belirlemek i¢in ‘Duncan’ ¢oklu karsilastirma

testi uygulandi. Hesaplamalar SAS istatistik programinda yapildu.

23



4. BULGULAR

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol gruplarindaki ratlara
ait notrofil, eozinofil, bazofil, lenfosit ve monosit yuzdeleri Tablo 2‘de gosterildi. Ayrica

tiim gruplardak incelenen parametreler grafikler esliginde yorumlandi.

Tablo 2. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol gruplarindaki ratlara

ait notrofil, eozinofil, bazofil, lenfosit ve monosit yuzdeleri

Kontrol Metotreksat | Resveratrol Metotreksat
+Resveratrol
P trel grubu grubu grubu rubu P
arametreler (n=10) (n=8) (n=10) %nzg)
X+SD X+SD X+SD X+SD

Notrofil (%) | 21.70.+1.10° | 16.00+1.40° | 21.60+1.25% | 15.00+1.10° | <0.05
Eozinofil (%) | 6.50+1.60 5.50+1.60 6.50£1.55 | 5.40+1.40 | >0.05
Bazofil (%) 1.40+0.50 1.20+0.30 1.50+0.40 1.40+0.50 | >0.05
Lenfosit (%) | 66.00+7.10 | 75.00£8.10 | 65.5046.10 | 76.50£7.40 | >0.05
Monosit (%) | 4.40+0.60° | 2.30£0.40° | 4.90+0.80° | 1.70+0.50° | <0.01

a,b: Ayni satirda farkli harfleri tastyan grup ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir.

Metotroksat (16.00£1.40) ve metotroksat+resveratrol (15.00+1.10) gruplarinda
notrofil yuzdeleri, kontrol (21.70+1.10) ve resveratrol (21.60+1.25) gruplarina gore daha
diisiik oldugu belirlendi ve p<0.05 diizeyinde istatistiksel 6nem tespit edildi (Sekil 7).

Notrofil (26)

25

20

15 -

10 -

Kontrol Metotreksat Resveratrol Metotreksat
+Resveratrol

Sekil 7. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratlarin
notrofil yuzdeleri
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Eozinofil yuzdeleri kontrol, metotroksat, resveratrol ve metotroksat+resveratrol
gruplarinda sirasiyla; 6.50+£1.60, 5.50+1.60, 6.50+1.55, 5.40+1.40 olarak belirlendi

(p>0.05) ve gruplar arasinda istatistiksel onem saptanmadi (Sekil 8).

Eozinofil (246)

O B N W B U a0 N
|

Kontrol Metotreksat Resveratrol Metotreksat
+Resveratrol

Sekil 8. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratlarin
eozinofil ytzdeleri

Bazofil yiizdeleri kontrol grubunda 1.40+0.50, metotroksat grubunda 1.20+0.30,
resveratrol grubunda 1.50+£0.40 metotroksat+resveratrol grubunda 1.40+0.50 tespit edildi

(p>0.05). Bazofil yuzdeleri icin gruplar arasinda istatistiksel 6nem bulunamadi (Sekil 9).

Bazofil (26)

1,6
1,4

1.2

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Kontrol Metotreksat Reswveratrol Metotreksat
+Resveratrol

Sekil 9. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratlarin
bazofil ylzdeleri
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Lenfosit yuzdeleri, kontrol (66.00+7.10), metotreksat (75.00£8.10), resveratrol
(65.50+6.10) ve metotreksat+resveratrol (76.50+7.40) gruplar1 arasinda istatistiksel
onemde degildi (p>0.05) (Sekil 10).

Lenfosit (246)

78
FA=)
74
72
7O
638
66
64
62
60

Kontrol Metotreksat Resveratrol Metotreksat
+Resveratrol

Sekil 10. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratlarin
lenfosit ylzdeleri

Metotreksat (2.30+0.40) ve metotreksat+resveratrol (1.70+0.50) gruplarindaki
ratlarm  monosit  yiizdeleri, kontrol  (4.40+0.60) ve resveratrol (4.90%£0.80)
gruplarindakilerden istatistiksel 6Gnemde (p<0.05) diisiik olarak belirlendi (Sekil 11).

Monosit (26)

Kontrol Metotreksat Resveratrol Metotreksat
+Reswveratrol

Sekil 11. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratlarin
monosit yizdeleri
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Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubu ratlara ait TOS,

TAS, OSI ve DNA hasari diizeyleri tablo 3’de verildi. Ayrica tiim gruplarda incelelenen

parametreler grafik ile gosterildi ve yorumlandi.

Tablo 3. Kontrol, metotreksat,
TOS, TAS, OSI ve 8-OHAG diizeyleri

resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubu ratlara ait

Kontrol | Metotreksat | Resveratrol Metotreksat
+Resveratrol
Parametreler grubu grubu grubu grubu P
(n=10) (n=8) (n=10) (n=9)
XxSD X+SD XxSD X+SD
TOS (umol Ho02 | 5 7440 62¢ | 17.65+1.667 | 5.44+1.39° | 11.38+0.42° |<0 001
Equiv/L) -
TAS(mmol 19 7740100 | 1.48£0.09° | 1.75:0.21° | 1.71:0.07* |<g05
Trolox Equiv/L)
OSI (Arbitrary
) 0.33£0.06° | 1.18+0.24° 0.32+0.09¢ 0.67+0.04° |<0.001
Unit)
8-0HIG | 405:034 | 471:0.34 | 3.9740.30 | 4.04:0.25 |>0.05
(ng/mL)

a,b,c: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel

olarak onemlidir.

27




TOS dilzeyi metotreksat+resveratrol grubunda (11.38+0.42 pumol H202 Equiv/L),
metotreksat grubuna (17.65+1.66 umol H2O, Equiv/L) gore istatistiksel onemde disiik,
kontrol (5.74+0.62 pumol H2O> Equiv/L) ve resveratrol (5.44+1.39 umol H.O> Equiv/L)
gruplarina gore istatistiksel 6Gnemde (p<0.001) yiiksek tespit edildi (Sekil 12).

TOS (umol H202 Equiv/L)

Kontrol Metotreksat Reswveratrol Metotreksat
+Resveratrol

Sekil 12. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratlarin
TOS duzeyleri

Metotreksat grubundaki TAS seviyesi (1.48 mmol Trolox Equiv/L), kontrol
(1.77+0.10 mmol Trolox Equiv/L), resveratrol (1.75+0.21 mmol Trolox Equiv/L) ve
metotreksat+resveratrol (1.71+0.07 mmol Trolox Equiv/L) grubundakilere goére p<0.05
onemde diisiik bulundu (Sekil 13).

TAS (mmol Trolox Equiv/L)

1,8
1,75
1,7
1,65
1,6
1,55
1,5
1,45
1,4
1,35
1,3

Kontrol Metotreksat Resveratrol Metotreksat
+Reswveratrol

Sekil 13. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratlarin
TAS seviyeleri
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OSI oran1 kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol gruplarinda
sirastyla 0.33+£0.06, 1.18+0.24, 0.32+0.09, 0.67+0.04 Arbitrary Unit olarak belirlendi.
Metotreksat+resveratrol grubundaki OSI orani kontrol ve resveratrol gruplarina gore
onemli derecede yilksek, metotreksat ve grubuna gore onemli derecede diisiik bulundu
(p<0.001) (Sekil 14).

OSIl (Arbitrary Unit)

1.4

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2 -

Kontrol Metotreksat Reswveratrol Metotreksat
+Resveratrol

Sekil 14. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratlarin
OSI degerleri

Kontrol (4.05 ng/mL), metotreksat (4.71 ng/mL), resveratrol (4.04 ng/mL) ve
metotreksat+resveratrol (3.97 ng/mL) gruplarindaki 8-OHdG seviyesi birbirine yakindi ve
gruplar arasinda istatistiksel 6nem (p=>0.05) tespit edilmedi (Sekil 15).

8-OHdG (ng/mL)

4,5
a4
3,5
3 —
2,5 -
2 -
1,5 -
1 -
0,5
O —

Kontrol Metotreksat Reswveratrol Metotreksat

+Resveratrol

Sekil 15. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratlarin
8-OHdG seviyeleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Resveratrol, dogal bir fitoaleksindir ve basta iiziim olmak iizere farkli birgok bitkide
bulunur. Fitoaleksinler, bitkilerde enfeksiyonlara, fiziksel hasara ve ultra viole 1s1nina karsi
olusurlar (Aribal-Kocatirk ve ark., 2007) ve tiziimden baska kirmizi sarap, yer fistigi, asma
yapragi, keciboynuzu ve yaban mersininde bulunan polifenolik bir bilesiktir (Signorelli ve

Ghidoni, 2005).

Resveratrol iizerine yapilan ¢alismalardan sonra, yasami uzatan ila¢ olarak
tammmlanmis ve farkli doku ve organlarda etkili oldugu belirlenmistir. Resveratoliin
antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser aktivitenin yanisira, platelet agregasyonunu
inhibe edici, kalbi koruyucu ve damar gevsetici etkilerinin de oldugu belirtilmistir.
(Bertelli ve ark., 1999; Hung ve ark., 2000). Bir¢ok laboratuar ¢alismasinda; resveratroliin,
bazi inflamatuar enzimlerin aktivitesini engelleyici etkisinin oldugu belirlenmistir (Kimura

ve ark., 1985).

Bununla birlikte resveratrol ile ilgili arastirmalarin en ¢ok kanser iizerine
yogunlastig1 bildirilmektedir. Kanser {izerine yapilan bir ¢alismada (Fontacave ve ark.,
1998) 100 pg/mL resveratroliin timor ilerleme aktivitesini azalttigi bildirilmistir. Bu
etkisini siklooksijenaz-1 (COX-1) enzimini blylk oranda inhibe ederek gostermektedir.
Bu enzim arasidonik asit iizerine etki ederek prostaglandin sentezini gergeklestiren ve
timor gelisimini uyaran bir enzimdir. Jang ve ark, (1997) farelerde tiimor olusturup ve 1,
5, 10 ve ya 25 uM dozunda 18 hafta boyunca resveratrol 2 kez verdikleri ¢alismada, timor
sayisinin kontrole gore %88 lere varan oranda bir azalma oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
Carbo ve ark, (1999) ise, resveratroliin kanserli farelerin derilerinde tiimor olusumunu ve

lezyon gelisimini azalttigini tespit etmislerdir.

Resveratroliin hiicresel diizeyde etkilerini incelemek iizere yapilan g¢aligmalarda,
hiicre siklusununda S fazini durdurdugu bildirilmistir. Bunu akut promyelositik 16semi
hlcrelerinde S-G2 transisyonunu bloke ederek yaptigi ortaya koyulmustur (Ragione ve
ark., 1998; Joe ve ark., 2002). Bunun yan1 sira lenfoma hicrelerine resveratrol verilmesi
hicre siklusunun G1 fazinda yavaslamaya ve apoptozise (Faber ve Chiles, 2006), p53
timor baskilayic1 geninin ekspresyonun da arttisa neden oldugu ifade edilmistir (Phan ve
Dalla-Favera, 2004).
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Metotreksat (MTX), lenfoma, 16semi, osteosarkom, akciger ve meme kanserleri,
bas ve boyun tiimorleri, sedef, sarkoidoz, dermatomiyozit, ve romatoid artrit gibi bazi
inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde yogun bir sekilde kullanilan, antiinflamatuar

antikanserojen ve antimetabolit etkili bir ilactir (Cetinkaya ve ark., 2006)

Folik asit antagonisti olan MTX pirin ve pirimidinlerin sentezini inhibe etmek igin
klinikte kullanilir (Tian ve Cronstein, 2007). Ayni1 zamanda MTX akut lenfoblastik [6semi
ve malignant gestasyonel trofoblastik hastaliklarin primer tedavisinde de kullanilmaktadir
(Yarris ve ark., 2003). Fakat sitotoksik ve diger yan etkileri bir antinflamatuvar olarak
MTX in kullanimimi sinirlandirir. MTX’ in 6nemli yan etkileri birka¢ organda

tanimlanmistir (Hempel ve ark., 2003).

MTX kemoterapotik bir ajandir ve siddetli mukozite sebep olmasi muhtemel yan
etkilerden birisidir (Chabner ve ark., 2007). Intestinal sistemde kemoterapi (KT) ve
radyoterapi (RT) tarafindan olusturulan hasar mukozit olarak isimlendirilir (Sonis, 2007),
mukoz membranin agrili enflamasyonu ve iilserasyonu seklinde goriiliir (Glenny ve ark.,
2004). Mukozitin derecesi siddetli inflamasyondan derin iilserasyonlara kadar ilerler
(Blijlevens ve ark., 2000). Isin tedavisi alan bas-boyun tiimérlii hastalarin %80 ninde, kok
hicre nakli olan hastalarin %75-100’tinde ve kanserli ¢ocuklarin %65-90’1nda
gozlenmektedir (Dagdemir, 2009). Kemoterapik ajan olarak MTX kullanim1 ile en sik
goOrulen gastrointestinal yan etkiler bulanti-kusma, kabizlik, anoreksi, stomatit, 6zofajit,

diyare kilo kaybi1 ve farenjittir (Can, 2003).

Mukozit gelisiminin ilk adimi oksidatif stres gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS)
sekillenmesidir. Dahas1 inflamasyon ve bekteriyel kolonizasyon mukozitin gelismesinde
onemli bir rol oynar (Blijlevens ve Sonis, 2007). KT ve RT alan hastalarda ROS’ un

uzaklastirilmasi mukozitin gelismesini azaltir (Culy ve Spencer, 2001).

Yapilan bir calismada (Kaynar ve ark., 2012) MTX (20mg/kg) terapisi yapilan
ratlarda diyare olustugu gozlenmis ve royal jelin 50 ve 100 mg/kg dozlarinin diyareye

koruyucu etkisi tespit edilememistir.

Bu c¢alismada MTX grubunda 2, MTX+RES grubunda 1 ratin ex nedenin

mukozitten kaynaklanan diyare sonucunda asir1 sivi kaybi ile sekillenmis olabilecegi gibi
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notropeniye  bagli  olarak sekillenen bir enfeksiyon neticesinde olabilecegini

diistinmekteyiz.

Kemoterapik ajanlarin kullanimi sonucu en 6liimciil olan ve en sik goriilen yan
etkisi kemik iligi baskilanmasidir. Bunun en énemli sonuglar1 ise 16kopeni, trombositopeni
ve anemidir. Bunlar arasinda notrofil sayisinda azalma (Notropeni) sonucu goriilen

enfeksiyon en yaygin 6liim nedenlerinden birisidir (Senol, 2004).

Antineoplastik ilaglarin kemik iligini baskilamas1 sonucunda 7-14 gin kadar hizli
bir seklide notrofillerin sayilarinda azalmasi ile nétropeni goriilebilir. Bunun sonucunda
hastanin efeksiyona yakalanma riski artar. Bu nedenle antineoplastik ajanlarin
uygulanmadan o©nce ve sonra Iokosit degerlerinin takip edilmesi olduk¢a Onem

arzetmektedir (Can, 2003).

Notropeni mortalite oran1 yiiksek ve acil miidahale gerektiren bir durumdur ve
kemoterapi, radyoterapi, ilag zehirlenmesi ve hipersensitivitenin en énemli yan etkisidir.
Kemoterapik ajanlar, viicudun biiyiikk bir kismina yayildiklar1 i¢in sadece kanser
hlcrelerine degil ayn1 zamanda normal hiicrelere de etki ederek zarar verebilirler.
Kemoterapiden daha fazla etkilenen hiicreler, boliinme hiz1 yiiksek olan ve hizli ¢ogalan
hiicrelerdir. Bunlar arasinda o6zellikle gastrointestinal sistem, kemik iligi, sa¢ folikil ve

epitelyum hticreleri yer alir (Iligin ve ark., 1996; Senol, 2004).

MTX, tumorlerin gelisimini durdurmak i¢in yiliksek dozlar1 yaygin bir sekilde
inflamasyon 16kositlerinin proliferasyonunu inhibe etmek ic¢in kullanilir (Widemann ve
Adamson, 2006) Diisiik doz MTX’e bagh pansitopeni gelissede bu durum nadir gorilen,
yasami tehdit eden bir komplikasyondur, hastalarin sadece % 1.4’iinde meydana gelir
(Ohasone ve ark., 1997). MTX toksisitesi, inflamasyon yanitin aktivasyonu ve
proinflamatuvar sitokinlerin tiretimindeki onemli artis1 ile karakterizedir (Uzar ve ark.,

2006).

Romatoid artrit tanis1 koyulan bir hasta sabah aksam 2 tablet MTX tedavisinden bir
hafta sonra agiz yaralari, halsizlik ve yutma gii¢ligli goriilmiis. Agiz mukozasimin
muayenesinde plak seklinde beyaz renkli {ilserler tespit edilmistir. Laboratuvar

bulgularinda ise 16kopeni ve notropeni belirlenmistir (Duman ve ark., 2014). Notropeni 1
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haftadan kisa siireli oldugunda % 30 oraninda enfeksiyon gelisirken, 1 haftadan uzun siiren

notropenilerin tamaminda enfeksiyon gelismektedir (Celebi, 2003).

Yapilan bir calismada (Cetin ve ark., 2008), liziim ¢ekirdegi ekstrati 100mg/kg
dozunda 15 giin siire ile oral olarak ratlara verilip, calismanin 10. Giiniinde 20mg/kg
dozunda MTX i.p. yolla uygulanmistir. Calisma sonunda 16kosit (WBC), lenfosit (LY)
sayisinda MTX ve MTX+RES grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel onemde bir
azalma tespit etmislerdir (p<<0.001). % LY degerindeki azalmanin ise istatistiksel nemde
olmadigimi ifade etmislerdir. Baska bir ¢alismada da (Comba ve ark., 2016) ayn1 dozda
tiziim ¢ekirdegi ekstraktinin diyabetli ratlarda azalan % LY ve artan % MO ve NE

degerlerini degistirmedigi bildirilmistir.

Emilia-Juan ve ark, (2002) yaptiklari ¢alismada ratlarda trans-resveratrolin 20
mg/kg dozunda 28 giin boyunca kullanildiginda 16kosit yiizdeleri ve total 16kosit sayisinda
herhangi bir degisiklik olmadigini, dolayistyla herhangi bir yan etkisinin bulunmadigin

ifade etmislerdir.

Haftada 3 giin Smg/kg dozunda ve uzun siire MTX alinmasi ile olusan pansitopeni
durumunda granulosit koloni stimule edici ajan (G-CSF) ve folik asit uygulamasi,
dehidratasyon nedeniyle hidrasyon uygulamasi sonucunda kisa siirede hematolojik
parametrelerin diizelecegi bildirilmistir. Bu nedenle eger hastalar duzenli bir sekilde
takiplere gelemeyecekse, MTX kontrollu bir sekilde verilmeli yada farkli bir ajan tedavi

secenegi olarak kullanilmalidir (Yoon ve Ng, 2001; Teke ve Ozen, 2014).

Yapilan bu ¢alismada, MTX ve MTX+RES grubunda, kontrol ve RES gruplarina
gore lenfosit yizdesinde artis, eozinofil ve bazofil yiizdelerinde azalma tespit edildi fakat
gruplar arasinda istatistiksel onem tespit edilmedi. Notrofil (p<0.05) ve monosit (p<0.01)
yiizdesinde azalmanin ise istatistiksel onemde oldugu belirlendi. MTX’in neden oldugu

notropeni ve monositopeni durumlarinda resveratrol etkili olmadig tespit edildi.

MTX immunsupresif etkisini lenfosit proliferasyonunda azalma, IL-1 aktivitesinde
azalma, monositlerden IL-1 yapiminda azalma, LTB-4 dizeylerinde azalmaya yoluyla
yapar. On planda antiinflamatuvar, ikinci planda ise immunsupresif etki olusturur. MTX

tedavisi ile birlikte folik asit verilmesi mukozal iilserasyonlar1 GIS belirtileri ve sitopenik
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yan etkileri azaltir. MTX in yan etkileri bulanti hazimsizlik karin agrisi ishal hepatoksisite
hipersensivite pnomonisi akcigerlerde fibroz agritist diisiikler ve malformasyonlar
sekillenebilir (Dilek, 2002). Bununla birlikte resveratrol DNA sentezinde iki anahtar enzim
olan ribonukleotid rediiktaz ve DNA polymeraz aktivitesini (Fontacave ve ark.,1998) ve

ag1z kas hiicre kiiltiirlerinde DNA sentezlenmesini inhibe edebilir (Zou ve Houten, 1999).

Normal sartlar altinda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) nin yapiminda ve yikiminda bir
denge vardir. Oksidatif stres koruyucu antioksidan savunma sistemi ile oksijen radikalleri
arasinda bir dengenin degisimi olarak belirlenir (Akkus, 1995). RT ve KT tedavi sirasinda
ROS un olugsmasima sebep olur. ROS, DNA’ ya, hiicre membranina, dokuya hasar verir
makrofaj uyarir, kritik biyolojik mekanizmalari, molekiilleri ve yollar1 tetikler (Sonis,
2007).

Reaktif oksijen tiirleri, MTX’ in patogenezisinde 6nemlidir. MTX serbest oksijen
radikalleri iiretir ve lipit peroksidasyonun yiikselmesi ile sonuglanir. Bu serbest radikaller
mitokondrinin fonksiyon bozukluguna ve apoptozise sebep olur (Miyazono ve ark., 2004;
Barbier ve ark., 2010). MTX uygulamasi1 malondialdehit (MDA) iiretimini arttirir ve
glutayon (GSH) seviyelerini azaltir (Jahovic ve ark., 2003).

Metotreksat birgok organda oksidatif stresi arttirir ve antioksidatif sistemi baskilar
(Babiak ve ark., 1998). MTX, folik asidin dihidroksifolat rediiktaz enzimi ile reaksiyona
girmesinin engeller, boylece DNA ve RNA sentezi i¢gin gerekli timidilat olusamaz (Dilek,
2002).

MTX, hicre icinde sitozolik nikotinamid adenin fosfatdehidrojenaz (NADPH) ’nin
azalmasina neden olur. Bu etkisini NADPDH ve NADP bagimli malik enzimi inhibe
ederek gosterir. NADPDH, glutatyon reduktaz (GSSG-R) enzimi i¢in gerekmektedir. Bu
enzim sitozolik antioksidan olan indirgenmis GSH’nin devamliligini saglar. MTX tedavisi,
GSH seviyesinin ve ROS’ lara karsi hiicreleri koruyan antioksidan savunma sisteminin
etkinliginin azalmasi ile sonuglanmaktadir (Cetinkaya ve ark.,2006). Bu durum hepatosit

hasaria neden olmaktadir (Uraz ve ark., 2008).
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Yapilan bir ¢aligmada (Jahovic ve ark., 2003) MTX uygulanan siganlarin kan,
karaciger, bobrek ve ince barsak dokularinda GSH seviyelerinin azaldigini,

myeloperoksidaz aktivitesinin ve MDA seviyelerinin ise arttigini bildirmislerdir.

Yapilan bagka bir ¢alismada 8 hafta boyunca 0.25 mg/kg/gun intra muskuler MTX
enjeksiyonu yapilan tavsanlarin karaciger SGOT, SGPT, ALP ve bilirubin seviyelerinin ve
MDA ’nim anlamli derecede arttigi, total serum proteinin ise azaldig1 bildirilmistir (Hadi ve
ark., 2012).

MTX’in karaciger ve bobrek basta olmak (zere bircok doku ve organda
olusturdugu hasarda oksidatif stresin rolii bulunmaktadir. Bu nedenle MTX toksisitesini
azaltabilmek icin bazi1 antioksidan maddeler ile birlikte kullanmasi gerekmektedir
(Armagan, 2015) . Bu amagcla yapilan calismalarda ratlarda, MTX’ in neden oldugu
karaciger dokularinda MDA ve miyeloperoksidaz (MPO) diizeylerinde artisi thiamin
pirofosfat (Demiryilmaz ve ark.,, 2012) ve montelukast (Kdse ve ark., 2012)
kullanilmasiyla azaltilabilecegi ifade edilmistir. Bununla birlikte kurkimin (Hemeida ve
Mohafez, 2008) karoten (Vardi ve ark., 2010) pentoksifilin (Asvadi ve ark., 2011) nin
karaciger dokusunda; kafeik asit fenetil ester (Oktem ve ark., 2006) N-asetilsistein (NAC)
(Cetinkaya ve ark., 2007) lipoik asit (Tabassum ve ark., 2010)’ in ise bobrek dokusunda,
MTX’ in neden oldugu oksidatif hasarin biyokimyasal olarak 1yilestirebildigi

gosterilmistir.

Tunali-Akbay ve ark, (2010) yaptiklar1 ¢caligmada, 20 mg/kg dozunda metotreksat
tek doz olarak i.p. yolla uygulamislar ve 5 giin boyunca 10mg/kg dozunda resveratroll oral
yolla vermisler. Sonugta kemoterapik bir ajan olan MTX in yan etkilerini azaltmak icin
resveratroliin kullanilabilecegini ifade etmiglerdir. Mokni ve ark, (2007) yaptiklar
caligmada resveratroliin antioksidan enzimler tizerine optimal etkisinin 12.5 mg/kg
dozunda oldugunu tespit etmistir. Yapilan baska bir ¢alismada (Cetin ve ark., 2008) ise,
MTX’in MDA seviyesini yiikselttigi, SOD ve CAT seviyelerini diislirdiigiinii, UzUm

cekirdegi ekstresi tedavisinin bu degerleri iyilestirdigi bildirilmistir.

Son zamanlarda yapilan benzer bir c¢alismada (Dalaklioglu ve ark., 2013)
metotreksatin neden oldugu karaciger hasarinda, lipid peroksidasyon tiyobarbitiirik asit

reaktif madde (TBARS) ve hepatik antioksidan enzim olan katalaz (CAT) aktivitesi ve
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glutatyon-S-transferaz (GST) friinleri arastirilmistir. Calismada 20mg/kg dozunda
resveratrol oral yolla 6 giin verilmis ve son 3 giin boyunca 7mg/kg/giin dozunda
metotreksat i.p. yolla uygulanmis. Sonugta, metotreksatin karacigerde TBARS, CAT, and
GST seviyelerinin anlamli derecede artirdigini1 bildirmislerdir. Resveratrollin ise tedavi
grubunda oksidatif stresi inhibe ederek bu parametreleri azalttigi1 ve karacigerde

koruyucu etki gosterdigini vurgulamislardir.

Resveratrolin bu parametreler (zerine etkileri onun yapisindaki polifenolik
bilesikler ile iliskilendirilebilir (Kolouchova-Hanzlikova ve ark., 2004). Antioksidan olarak
hareket etmek icin polifenolik bilesiklerin kabiliyeti onlarin fenolik hidroksil gruplarinin
redoks Ozelliklerine ve elektron igin kimyasal yapilarindaki delokalizasyon potansiyeline
baglidir (Ignatowicz ve Bear-Dubowska, 2001). Bununla birlikte resveratroliin yiiksek
hidrofilik ve lipofilik icerigi Vitamin C ve E gibi diger antioksidanlarin
karsilastirilmasinda 6nemli bir rol oynar (Kasdallah-Grissa ve ark., 2007). Yapilan bir
calismada (Irak, 2014) 100 mg/kg dozundaki {iziim ¢ekirdegi ektraktinn diyabetli ratlarda
azalan vitamin C seviyesini arttirtigi bildirilmistir. Resveratroliin antioksidan etkisi 3
mekanizma ile iliskilendirilebilir; 1, serbest oksijen tirlerinin oksidatif zincir
reaksiyonlariin azalmasi ile 2, mitokondrideki stiperoksit radikallerinin notralize edilmesi,

3, fenton reaksiyon drdnleri ile lipid peroksidasyonun korunmasi (Zini, 1999).

Kocaman ve Colakoglu (2013) ise ¢alismalarinda ratlara 1. ve 5. giinlerde 15 mg/kg
dozunda i.p. tekrarlayan 2 metotreksat uygulamasi sonucunda 8. giin karaciger hasarini
histopatolojik olarak incelemislerdir. Sonugta, MTX" in kliniklerde kullanilirken doz ve
siire ayarlamasinin ¢ok iyi yapilmasinin gerektigi ifade edilmistir. Aksi durumda MTX’ in
karacigerde yapisal ve fizyolojik anlamda ciddi bozukluklar meydana getirebilecegi

sonucuna varmiglardir.

Kaynar ve ark, (2012) yaptiklari g¢alismada, ratlarda MTX in sebep oldugu
mukozitis ve oksidatif strese karsi Royal Jel (RJ) in koruyucu etkisin aragtirmiglar. Bu
amagla her grupta 12 rat olacak sekilde 6 grup olusturmuslar. 1. gruba 10 giin per oral
distile su, 7.gun tek doz MTX (20mg/kQg) i.p; 2. gruba 10 giin RJ (50 mg/kg), 7. Gln serum
fizyolojik (SF); 3. gruba 10 gun RJ (50 mg/kg), 7. Gin MTX; 4. gruba 10 gin RJ
(100mg/kg), 7. Gin SF; 5. Gruba 10 gin RJ (100mg/kg), 7. Gin MTX; 6. gruba 10 gin
DS, 7. Giin SF uygulamiglar. Calisma sonunda MTX uygulamasi ile antioksidan
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parametrelerinde azalma ve MDA seviyelerinde bir artis belirlemigler. RJ verilen gruplarda
antioksidan (GSH-Px, ve SOD) seviyelerinde bir iyilesme ve MDA seviyesinde dikkat
cekici bir azalma tespit etmisler. Bu sonuglar RJ’in MTX in neden oldugu sistemik
oksidatif hasarda lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu etkiye sahip olabilecegini

gosterdigini bildirmislerdir.

Bozkurt ve ark, (2014) ile Daggulli ve ark, (2014) yaptiklar1 benzer ¢alismada
MTX enjeksiyonunda karvakrol (CAR)’ un koruyucu etkisi lizerine ¢alismislar. Her grupta
8 rat olacak sekilde 3 grup olusturmuslar. Gruplar, 1. grup kontrol, 2. grup MTX, 3. grup
MTX+CAR grubu sekinde planlanmis ve 3. grubtaki ratlara ¢calismanin 1. glini CAR (73
mg/kg) i.p., 2. giinii 2. ve 3. gruplara (20 mg/kg) MTX i.p uygulanmistir. 8.giin kanda ve
bobrek dokularinda MDA, TOS, TAS durumlari ve OSI degerleri 6l¢iilmistiir. Kontrol
grubuna gore, MTX grubunda MDA, TOS and OSI degerleri 6nemli derecede yiiksek,
TAS diizeyi 6nemli derecede diisiik olarak belirlenmistir. CAR uygulamast MTX in neden
oldugu oksidatif hasari iyilestirmis ve MDA, TOS and OSI degerlerini diistirdiigli, TAS
degerini ise yiikselttigi tespit edilmistir.

Oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi nedeniyle, oksidan
hasara duyarli karbonhidrat, protein, lipit yapisindaki molekiiller ve DNA zarar goérebilir.
Organizmanin her hiicresinde DNA’nin bir giinde 1000 kez oksidatif hasara maruz kaldig:
bildirilmistir (Gutteridge, 1994; Halliwell ve Gutteridge, 1999; Berger, 2005; Zadak ve
ark., 2009; Wildburger ve ark., 2009).

Serbest oksijen radikallerinin DNA hasar1 yaptigi bilinsede resveratroliin bu
radikaller Uzerindeki etkisi net degildir. Resveratroliin potent hidroksil radikal stpdricu
etkisi ile DNA kirilmalarini azalttigini bildiren ¢aligmalar oldugu gibi (Burkitt ve Duncan,
2000), bu etkisinin anlamli olmadigini bildiren c¢aligmalar (Murcia ve Martinez-Tome,
2001) da vardir.

Abdel-Wahaba ve Abdel-Wahab (2016) resveratroliin 5 ve 10 mg/kg dozlarint 6
haftalik anksiyete iizerine etkilerini incelemisler. Uyku apnesinin karakteristik durumu
olan intermitten hipoksinin GSH seviyesinde, GSH-Px aktivitesinde ve 8-OHdG
seviyesinde artisa neden oldugunu; resveratrolun her iki dozununda bu parametreleri

antagonize ettigini ve bu amagla yakin gelecekte kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Alturfan ve ark, (2011) ratlarda akrilamidin sebep oldugu oksidatif stresi azaltmak
icin resveratroliin etkisini farkli dokularda incelemisler. Bu amaglarda ratlarda dort grup
olusturmuslar. Gruplar kontrol, resveratrol (30 mg/kg), akrilamid (40 mg/kg), ve
RES+ACR sekinde planlanmis. 10 giin sonra oksidatif DNA hasarinin bir gdstergesi olan
8-OHdG seviyesinin ve MDA, MPO aktivitesinin nin ACR grubunda istatistiksel onemde
arttigini, GSH nin 6nemli derecede azaldigini tedavi grubunda ise bu durumun Snemli

derecede geri doniistiigiinii bildirmislerdir.

Atmaca ve ark, (2014) ratlarda 21 giinliik ¢alismalarinda su ile verilen sodyum
florid (100 ppm) toksikasyonunda, 12,5 mg/kg resvetratroliin i.p. oksidatif stresi koruyucu
etkilerini aragtirmiglardir. Florid verilen grupta plazma TOS ve 8-OHdG seviyeleri
artarken, TAS seviyesi azalmistir. Florid ile birlikte resveratrol verilen grupta ise TOS, 8-
OHJAG ve TAS degerleri kontrol grubuna yakin oldugu belirtilmistir ve resveratroliin florid
intoksikasyonunda oksidatif stresi onlemede faydali olabilecegi sonucuna varmislardir.
Benzer sekilde in vivo (Guo ve ark., 2007; Tatlidede ve ark., 2009) ve in vitro (Yan ve
ark., 2012) calismalarda resveratroliin oksidatif DNA hasarinin korunmasinda énemli bir

rolii oldugu bildirilmistir.

Mevcut calismada ise, MTX grubundaki, TOS ve OSI seviyelerinde anlamli bir
artis (p<0.001), TAS seviyesinde anlamli bir azalma (p<0.05) tespit edildi. MTX+RES
grubundaki ratlarda ise bu parametrelerin istatistiksel 6nemde iyilestigi belirlendi. RES ve
kontrol gruplarindaki degerler birbirine yakin bulundu. Bununla birlikte 8-OHdG seviyesi
en yliksek MTX grubunda bulunsa da diger gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel
onemde degildi. Bunun nedeni, diisiik seviyelerdeki oksidatif DNA hasart minimal risk
faktoru ile etkili bir sekilde onarilabildiginden yada, O> gibi H2O2, de DNA’ da direk hasar
olusturmadigindan kaynaklanmis olabilir. Nitekim, OH radikallerinin DNA Uzerine etkisini

gosterebilmesi icin ya DNA‘da yada onun ¢ok yakininda sekillenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, klinikte antiinflamatuvar ve immunsupresif Ozelliginden dolay1
olduk¢a yogun bir sekilde kullanilan ve kemoterapik bir ajan olan MTX’ in dozu iyi
ayarlanmal1 ve yan etkileri en az diizeye indirilmelidir. Bu ¢alisma ile haftada 1, toplamda
2 kez kullanilan 20 mg/kg dozunda MTX in neden oldugu nétropeni ve monositopeninin
tyilestirilmesinde 40 mg/kg/giin dozunda 14 giin boyunca RES’ in etkili olmadig

sonucuna varildi. Bununla birlikte, MTX in DNA hasar1 olusturmadigi, fakat oksidatif stres
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olusturdugu belirlendi. Bu amagla MTX’in neden oldugu oksidatif stresi azaltmak igin

antioksidan 6zelliginden dolay1 resveratroliin kullanilabilecegi kanisindayiz.
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OZET

Vadi M, Resveratrolin Metotreksat Uygulanan Ratlarda Total Oksidan-Antioksidan
Durumuna ve DNA Hasarma Etkisi, Y.Y.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim Dah,
Yuksek Lisans Tezi, Van, 2017. Bu calismada resveratroliin (RES) metotreksat (MTX) uygulanan ratlarda
Iokosit ylzdelerine, total oksidan (TOS)-antioksidan durumuna (TAS) ve DNA hasarina (8-OHdG) etkisi
aragtirildi. Caligmada kullanilan ratlar rastgele her biri 10 rattan olusan 4 gruba ayrildi. Gruplar, kontrol
grubu, MTX grubu (20 mg/kg i.p., haftada 1 kez, iki hafta), RES grubu (40 mg/kg/glin oral, 14 gin)
MTX+RES grubu (20 mg/kg i.p, haftada 1 kez, iki hafta ve 40 mg/kg/gun oral, 14 gin) larak olusturuldu.
Deneme sonunda ratlarin kalplerinden kan &rnekleri alindi, lokosit (nbtrofil, eozinofil, bazofil, lenfosit,
monosit) yiizdelerine klasik yontemlerle, TOS, TAS, degerlerine kolorimetrik kitlerle, 8-OHdG seviyesine
ELISA kiti ile bakildi. MTX ve MTX+RES gruplarindaki nétrofil (p<0.05) ve monosit (p<0.01) yiizdeleri
kontrol ve RES grubuna gore istatistiksel onemde daha diisiik oldugu belirlendi. Ayrica, MTX grubundaki,
TOS ve OSI seviyelerinde anlamli bir artis (p<0.001), TAS seviyesinde anlaml1 bir azalma (p<0.05) bulundu.
MTX+RES grubundaki ratlarda ise bu parametrelerin istatistiksel dnemde iyilestigi belirlendi. Eozinofil,
bazofil, lenfosit yiizdelerindeki degisimler istatistiksel olarak 6nemsizdi. Sonu¢ olarak, MTX in neden
oldugu nétropeni ve monositopeninin iyilestirilmesinde RES’ in etkili olamayacagini1 fakat oksidatif stresi
azaltmada etkili olabilecegini s6yleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Metotraksat, resveratrol, TOS, TAS, DNA hasari, rat, nétropeni.
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SUMMARY

Vadi M. The Effect of Resveratrol on Total Oxidative-Antioxidative Status and DNA Damage
in Rats Induced Methotrexate, Yuzuncu Yil University, Health Sciences Institute, Depertment of
Physiology, MSci Thesis, Van, 2017. In this study, the effects of resveratrol (RES) on leukocyte
percentages, total oxidant (TOS) -antioxidan status (TAS) and DNA damage (8-OHDG) were investigated in
rats induced by methotrexate (MTX). The rats used in the study were randomly divided into 4 groups each
consisting of 10 rats.Control group , MTX group (20 mg / kg ip, once a week, for two weeks) ,RES group (40
mg / kg / day orally, for two weeks), MTX + RES group (20 mg / kg ip, once a week and 40 mg / kg / day
orally for 2 weeks)At the end of the experiment, blood samples were taken from the hearts of the rats and the
percentage of leukocyte (neutrophil, eosinophil, basophil, lymphocyte, monocyte) was examined by classical
methods. The levels of TOS and TAS were measured by colorimetric kits and 8-OHDG level by ELISA Kkit.
Neutrophil (p<0.05) and monocyte (p<0.01) percentages of MTX and MTX + RES groups were found to be
statistically lower than control and RES groups. There was also a significant increase in TOS and OSI levels
(p <0.001) and a significant decrease in TAS level (p <0.05) in the MTX group. In the MTX + RES group,
the positive statistical significance of these parameters was determined. Changes in eosinophil, basophil,
lymphocyte percentages were statistically insignificant. In conclusion, it can be said that the RES treatment
for neutropenia and monocytopenia caused by MTX can not be effective but may be effective in reducing
oxidative stress.

Key words: Metotraksat, resveratrol, TOS, TAS, DNA damage, rat, neutropenia.
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