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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 kit. 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 OSlI 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.

Keywords: Methotrexate, resveratrol, TOS, TAS, DNA damage, rat, neutropenia.
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Bu galismada resveratroliin (RES) metotreksat (MTX) uygulanan ratlarda I6kosit ylizdelerine, total oksidan (TOS)-
antioksidan durumuna (TAS) ve DNA hasarina (8-OHdG) etkisi arastirildi. Calismada 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/guin oral, 14 giin) MTX+RES grubu (20 mg/kg i.p, haftada 1 kez, iki hafta ve 40 mg/kg/giin
oral, 14 gln) olarak olusturuldu. Deneme sonunda ratlarin kalplerinden kan 6rnekleri alindi, l16kosit (nétrofil,
eozinofil, bazofil, lenfosit, monosit) yiizdelerine klasik yontemlerle, TOS, TAS, degerlerine kolorimetrik kitlerle,
8-OHdG seviyesine ELISA kiti ile bakildi. MTX ve MTX+RES gruplarindaki notrofil (p<0.05) ve monosit (p<0.01)
yuzdeleri kontrol ve RES grubuna gore istatistiksel 6nemde daha dusuk oldugu belirlendi. Ayrica, MTX
grubundaki, TOS ve OSI seviyelerinde anlamli bir artis (p<0.001), TAS seviyesinde anlamli bir azalma (p<0.05)
bulundu. MTX+RES grubundaki ratlarda ise bu parametrelerin istatistiksel 5Snemde iyilestigi belirlendi. Eozinofil,
bazofil, lenfosit ytizdelerindeki degisimler istatistiksel olarak 6nemsizdi. Sonug olarak, MTX in neden oldugu
nétropeni ve monositopeninin iyilestirilmesinde RES’ in etkili olamayacagini fakat oksidatif stresi azaltmada etkili
olabilecegini soyleyebiliriz.
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Giris

Resveratrol; flavanoid olmayan (non-flavanoid) bir
bilesen olup en c¢ok siyah UGzimin kabugunda bulunur.
Asmalarin kokiinde, sapinda ve ¢ekirdeginde daha az oranda
bulunmaktadir. Uziimii strese karsi korudugu gibi insani da
korudugu dustnulen resveratrol, soguk hava kosullarinda
yetisen Uzimlerde oran olarak daha yiksektir. Giniimize
kadar yapilan calismalar incelendiginde, tim bitkilerden
resveratrolln Uretilebildigi 72 tiiriin oldugu belirlenmistir. Bu
bitkilerin basinda; asma, yaban mersini, dut, yer fistigl ve
Antep fistig1 en basta gelenlerdir (Dong, 2003).

Resveratrol aktif formunu (trans-resveratrol) birgok
yiyecek cesidinde koruyabilmektedir. Bunu isiya dayanikli
olmasiyla saglamaktadir. Agiza alindiktan sonra sindirimi ve
kana karismasi ¢ok hizhdir (Kuhnle ve ark., 2000).

Sitotoksik ilaglar, kanser hiicrelerinin 6zellikle hicre
yapilarini  veya metastazik ilerleme vyollarini bozarak
antitimor  etkilerini  gostermektedirler.  Metotreksat
sitotoksik ilaglarin antimetabolitler grubunda yeralir (Block ve
ark., 2007).

Metotreksat (MTX), antikanserojen, antiinflamatuar,
antimetabolit, antineoplastik etkilere sahip olan bir ilag olup;
|6semi, lenfoma, akciger ve meme kanseri ile romatoid artrit
gibi hastaliklarin tedavisinde sik kullanilir. Yiksek dozda
verildiginde bilin¢g dlizeyinde bozukluklarina neden olabilir.
Gelisen yan etkilerin ¢ogunda metotreksat verilmesiyle
tetiklenen oksidatif stresin rolii oldugu bildirilmektedir
(Caron ve ark., 2009).

Kemoterapilerin en sik gorilen yan etkisi kemik iliginin
baskilanmasidir ve bu durum 6limcil olabilir. Kemik iligi
baskilanmasiyla anemi, trombositopeni ve |6kopeni tablolar
ortaya cikar. Kemoterapi sonrasi baskilanan kemik iligi
nedeniyle hastalarda azalan nétrofil sayisi (notropeni)
nedeniyle olusabilen enfeksiyon en o6limcil yan etkidir
(Senol, 2004).

Kanserli hastalarda verilen kemoterapi oral mukozitin en
stk nedenidir. Metotreksat gibi bazi sitotoksik ilaglar agizdan
aniise kadar gastrointestinal sistemin (GIS) epitelinin
tamaminda hasar olusturur. Bunun sonucunda Ulserasyon ve
devaminda yangi gorilebilmektedir (Akkus ve Sanli, 2006).

Resveratrol enflamasyonda, aterosklerozda ve kanser
olusumunu engellemede ©6nemli gorev Ustlenmektedir.
Onun disinda resveratroliin  antioksidanlarin, lipid ve
lipoprotein metabolizmasinda da dizenleyici etkiler
gosterdigi belirlenmistir (Kirimlioglu ve ark., 2006). Uguralp
ve ark, (2005) tarafindan yapilan bir calismada sican
testislerinde iskemi reperfiizyonu olusturularak testiste
oksidatif hasara yol agilmis, fakat resveratrol verilmesi ile
hasarin gozle gorulur sekilde ortadan kalktigi gozlenmistir.

Bircok eczacilik ve tip literatiiriine gore resveratrol,
stresin yarattigi faktorlere karsi insanlarda koruyucu
olabilmektedir. Resveratroliin basta kanser olmak Uzere,
koroner kalp hastaliklari, Alzheimer, diyabet, florozis gibi pek
cok hastaligi iyilestirici etkisi belirlenmistir (Aggrawal ve
Shishodia; 2005; Yildinm ve ark., 2017). Ancak yapilan
literatlir taramalarinda MTX uygulanmasi sonrasinda
resveratrolun |6kosit yuzdeleri, total oksidan (TOS)-
antioksidan durum (TAS) ve DNA hasari (8-OHdG) (izerine
etkisi ile ilgili yapilan ¢alisma sayisi cok azdir. Bu nedenle

yapilan bu calisma ile elde edilen veriler, bilimsel platforma
ve klinik kullanima sunulmasi  bakimindan 6nem
tagimaktadir.

Materyal ve Yontem

Hayvan Materyali

Bu calismada kullanilan ratlar, Yiziinci Yil Universitesi

Deney Hayvanlari Unitesi'nden temin edildi ve ¢alismanin
deneysel kismi gerekli izinler alinarak (2016/11) bu Unitede
gerceklestirildi. Toplam 40 adet, 8-9 haftalik, 250-300 g
agirhginda Wistar Albino rat kullanildi. Ratlar deneme
stiresince 12 saat karanlik/aydinlk ve 22+2°C sicaklik sartlari
saglanan odalarda, dnlerinde sirekli olarak taze su ve yem
bulunan kafeslerde barindirildi.
Bir haftalik adaptasyon siresinin sonunda her birinde 10 rat
bulunan 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
(0.5 ml) enjekte edildi.

2) Metotreksat grubu (10 rat): Bu gruptaki ratlara haftada
bir kez toplamda 2 kez 20 mg/kg dozunda Metotreksat
(Methotrexate, Kogak Farma) (0.5 ml) i.p. yoldan uygulandi.

3) Resveratrol grubu (10 rat): Bu gruptaki ratlara 40
mg/kg/giin dozunda resveratrol (Resveratrol, Solgar) icme
sularina 14 glin boyunca ilave edildi ve i.p. olarak haftada bir
kez toplamda 2 kez serum fizyolojik (0.5 ml) enjekte edildi.

4) Metotreksat+Resveratrol grubu (10 rat): Bu gruptaki
ratlara haftada bir kez toplamda 2 kez 20 mg/kg dozunda
Metotreksat (0.5 ml) i.p. yoldan uygulandi ve 40 mg/kg
dozunda resveratrol icme sularina 14 giin boyunca ilave
edildi.

Galismanin son gilinii Metotreksat grubundan 2 ve
Metotreksat+Resveratrol grubundan 1 adet olmak Uzere
toplam 3 rat ex oldu. Ex olan ratlar calismaya dahil edilmedi.

Kan érneklerinin alinmasi

Deneme sonunda 10mg/kg ksilazin HCl ve 75mg/kg
ketamin HCI ile anestezisi altindaki ratlarin kalplerinden
enjektor yardimi ile alinan kan ornekleri antikoagilanli ve
antikoagulansiz tiiplere koyuldu. Antikoagiilanli (EDTA)
tiplerden lam Gzerindeki alinan bir damla kan ile yayma kan
preparati hazirlandi. Antikoagilanl tiplere alinan kan
ornekleri 3000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra elde
edilen serumlar eppendorf tiiplere alindi. Serumlar
analizlerin yapilacagl zamana kadar derin dondurucuda -20
0C'de muhafaza edildi. Tam kanda I6kosit ytzdeleri klasik
yontemle; serumda TOS, TAS degerleri kolorimetrik kitlerle
(Rel Assay Diagnostics) ve 8-OHdG degerleri ise ELISA kiti
(Bioassay Technology Laboratory) ile belirlendi.

Yayma kan preparati (Froti) hazirlanmasi ve
boyanmasi

Kan hiicrelerinin incelenmesi, May Griinwald- Giemsa
boyama yontemi ile yapildi. Sonrasinda isik mikroskobunda
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100 luk objektifte immersiyon yagi kullanilarak sayimlari
yapildi.

Total oksidan durum (TOS) 6l¢iimii

Serum TOS dizeyleri spektrofotometre (Shimadzu) de
ilgili test kiti (Rel Assay, Gaziantep, Turkiye) kullanilarak tayin
edildi.

Prensip: Ornekte bulunan oksidan varligi, ferrus iyon selat
komplekslerini ferrik iyona okside eder. Oksidasyon
reaksiyonu ortamda kendiliginden bulunan arttirici
molekdller (gliserol) tarafindan uzatilir. Ferrik iyonu asidik
ortamda kromajen (ksilenol) ile renkli bir kompleks olusturur
ve spektrofotometrik olarak olgilebilen renk yogunlugu,
ornekte bulunan oksidan molekdillerin miktar ile dogru
orantilidir. Olciim hidrojen peroksit ile kalibre edilebilir ve
sonuclar pumol H202 ekivalent/L olarak ifade edilir (Erel,
2005).

Total antioksidan durum (TAS) él¢iimii

Serum TAS diizeyleri spektrofotometre (Shimadzu) de
ilgili test kiti (Rel Assay, Gaziantep, Turkiye) kullanilarak tayin
edildi.

Prensip: Ornekteki antioksidanlar koyu mavi yesil renkli
ABTS radikallerini renksiz ABTS formuna donustirir. 660 nm
deki ABS degisimleri 6rneklerin total antioksidan seviyeleriile
iliskilendirilir. Olcim bir Vitamin E analogu Trolox Ekivalent
olarak isimlendirilen sabit standart antioksidan ile kalibre
edilir. Olcim sonuclari mmol Trolox ekivalent/L olarak ifade
edilir (Erel,2004).

Oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmasi
Oksidatif stres indeksi = (TOS/TAS)x0.1 formuli ile
hesaplandi ve Arbitrary Unit olarak ifade edildi (Erel, 2005).

DNA hasari géstergesi (8-OHdG) belirlenmesi

Serumda 8-OHdG dizeyi ELISA kiti (Bioassay Technology
Laboratory) kullanilarak belirlendi. Kit, ELISA cihazinda
(Awareness Stat Fax 2100, USA) calisildi.

Testin prensibi: Bu kit rat 8-OHDG vyi 6lgmek icin Biotin
kaph antikor sandwich teknolojisini temel alan ELISA’yi
kullanir.

Istatistik Analizi

Uzerinde durulan 6zellikler icin tamamlayici istatistikler:
Ortalama ve Standart Sapma olarak ifade edildi ve her bir
Olgllen degisken igin tek yonli Varyans Analizi (ANOVA)
sonuglari verildi. Dort grup arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulundugunda, hangi grubun farkli oldugunu
belirlemek igin ‘Duncan’ ¢oklu karsilastirma testi uygulandi.
Hesaplamalar Statistical Analysis System (SAS) istatistik
programi, University Edition siriminde yapild1.

Bulgular ve Tartisma

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat +
resveratrol grubu ratlara ait nétrofil, eozinofil, bazofil,
lenfosit ve monosit ylizdeleri Cizelge 1 ‘de gosterildi. Buna
gore;
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Resveratroliin nétrofiller ve monositler (izerine etkisi:
Resveratrol MTX in olusturdugu notropeniyi  ve
monositopeniyi  iyilestiremedi. MTX ve  MTX+Res
gruplarindaki bu parametreler diger gruplara gére 6nemli
derece de disukti (p<0,05)

Resveratroliin eozinofil, bazofil ve lenfositler (izerine
etkisi: MTX ve resveratrol bu parametrelerde 6nemli bir
degisiklige neden olmadi. Bu yilzden bu parametreler
bakimindan, gruplar arasinda 6nemli bir fark gorilmedi
(p=0,05)

Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat +
resveratrol grubu ratlara ait TOS, TAS, OSI ve DNA hasari
duzeyleri Cizelge 2 ‘de gosterildi. Buna gore;

Resveratroliin TOS ve OSI iizerine etkisi: MTX in TOS ve
OSI degerlerini arttiricl etkisini, resveratrol 6nemli diizeyde
disurdi (p <0,001).

Resveratroliin TAS aktivitesine etkisi: Resveratrol, MTX in
azalttig1 TAS aktivitesini istatistiksel 6Gnemde arttirdi (p<0,05).
MTX+RES grubundaki bu deger kontrol grubuna yakin
olguldi.

Resveratroliin DNA hasarina etkisi: MTX uygulamasi ve
RES takviyesi DNA hasari olusturmadi. Bu ylzden gruplar
arasindaki 80HdG diizeyleri degismedi (p=0,05).

Resveratrol, dogal bir fitoaleksindir ve basta tiziim olmak
lizere farkl birgok bitkide bulunur. Fitoaleksinler, bitkilerde
enfeksiyonlara, fiziksel hasara ve ultra viole isinina karsi
olusurlar (Aribal-Kocatirk ve ark., 2007) ve Gziimden baska
kirmizi sarap, yer fistigl, asma yapragi, kegiboynuzu ve yaban
mersininde bulunan polifenolik bilesiklerdir (Signorelli ve
Ghidoni, 2005).

Resveratrol lizerine yapilan ¢alismalardan sonra, yasami
uzatan ilag olarak tanimlanmis 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 (Hung ve ark.,
2000). Birgok laboratuvar galismasinda; resveratrollin, bazi
inflamatuvar enzimlerin aktivitesini engelleyici etkisinin
oldugu belirlenmistir (Kimura ve ark., 1985).

Metotreksat (MTX), lenfoma, l6semi, osteosarkom,
akciger ve meme kanserleri, bas ve boyun tiimérleri, sedef,
sarkoidoz, dermatomiyozit, ve romatoid artrit gibi baz
inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde yogun bir sekilde
kullanilan, antiinflamatuvar antikanserojen ve antimetabolit
etkili bir ilagtir (Cetinkaya ve ark., 2006).

Folik asit antagonisti olan MTX plrin ve pirimidinlerin
sentezini inhibe etmek icin klinikte kullanilir (Tian ve
Cronstein, 2007). Aynizamanda MTX akut lenfoblastik [6semi
ve malign gestasyonel trofoblastik hastaliklarin primer
tedavisinde de kullanilmaktadir (Yarris ve ark., 2003). Fakat
sitotoksik ve diger yan etkileri, onun bir antinflamatuvar
olarak MTX in kullanimini sinirlandirir. MTX’ in 6nemli yan
etkileri birkag organda tanimlanmistir (Hempel ve ark., 2003).

intestinal sistemde kemoterapi (KT) ve radyoterapi (RT)
ile olusturulan hasar mukozit olarak isimlendirilir. MTX
kemoterapétik bir ajandir ve siddetli mukozite sebep olmasi
muhtemel yan etkilerden birisidir, milkoz membranin agril
enflamasyonu ve llserasyonu seklinde gorilir (Sonis, 2007).
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Cizelge 1. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+ resveratrol grubu ratlara ait ylizdeleri
Tablel. Percentages of control, methotrexate, resveratrol and methotrexate + resveratrol group rats

Kontrol Metc::r:ll:sat ReS\:zrba:rol Metotreksat +Resveratrol grubu
Degisken grubu (n=10) g(n=8) (gn=10) (n=9) P
X£SD X£SD X£SD X£SD
Notrofil (%)  21.70.£1.10a 16.00+1.40b 21.60+1.25a 15.00+1.10b <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 1.2040.30 1.50£0.40 1.40£0.50 >0.05
Lenfosit (%) 66.00£7.10 75.00£8.10 65.50£6.10 76.50£7.40 >0.05
Monosit (%)  4.40+0.60a 2.3040.40b 4.90+0.80a 1.70£0.50b <0.01

a,b: Ayni satirda farkl harfleri tasiyan grup ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.

Cizelge 2. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubu ratlara ait TOS, TAS, OSI ve 8-OHdG

dizeyleri

Table2. TOS, TAS, OSI and 8-OHdG levels of control, methotrexate, resveratrol and methotrexate+resveratrol group rats

Kontrol Metotreksat Resveratrol Metotreksat +Resveratrol
. grubu grubu grubu grubu
P (n=10) (n=8) (n=10) (n=9) P
X£SD X£SD X£SD X£SD

TOS (umol H,02 5.7410.62c 17.65+1.66a 5.44+1.39c 11.38+0.42b <0.001
Equiv/L)
TAS (mmol Trolox 1.77+0.10° 1.48+0.09° 1.75£0.21° 1.71+0.07°2 <0.05
Equiv/L)
OSI (Arbitrary Unit) 0.33+0.06¢c 1.18+0.24a 0.32+0.09c 0.67+0.04b <0.001
8-OHdG (ng/mL) 4.05+0.34 4.71£0.34 3.971£0.30 4.04£0.25 >0.05

a,b,c: Ayni satirda farkl harfleri tasiyan grup ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.

Mukozit gelisiminin ilk adimi oksidatif stres gibi reaktif
oksijen tirleri (ROS) sekillenmesidir. Dahasi inflamasyon ve
bakteriyel kolonizasyon, mukozitin gelismesinde nemli bir
rol oynar (Blijlevens ve Sonis, 2007). KT ve RT alan hastalarda
ROS’ un uzaklastiriimasi mukozitin gelismesini azaltir.

Yapilan bir calismada (Kaynar ve ark., 2012) MTX
(20mg/kg) terapisi yapilan ratlarda diyare olustugu gozlenmis
ve ari sitinin (royal jel) 50 ve 100 mg/kg dozlarinin diyareye
koruyucu etkisi tespit edilememistir.

Bu calismada MTX grubunda 2, MTX+RES grubunda 1
ratin O6lim nedeninin mukozitten kaynaklanan diyare
sonucunda asir sivi kaybi ile sekillenmis olabilecegi gibi
notropeniye bagh olarak sekillenen bir enfeksiyon
neticesinde olabilecegi ihtimalini dlisinmekteyiz.

Kemoterapoétik ajanlarin kullanimi sonucu en 6limcdil
olan ve en sik gorilen yan etkisi kemik iligi baskilanmasidir.
Bunun en 6nemli sonuglari ise I6kopeni, trombositopeni ve
anemidir. Bunlar arasinda noétrofil sayisinda azalma
(notropeni) sonucu gorilen enfeksiyon en yaygin 6lim
nedenlerinden birisidir (Senol, 2004).

Antineoplastik ilaglarin  kemik iligini  baskilamasi
sonucunda 7-14 gin gibi hizli bir sirede notrofillerin
sayllarinda azalmasi ile nétropeni gorilebilir. Bunun
sonucunda hastanin enfeksiyona yakalanma riski artar. Bu
nedenle antineoplastik ajanlarin uygulanmadan o6nce ve
sonra lokosit degerlerinin takip edilmesi olduk¢a dnem arz
etmektedir (Can, 2003).

MTX, timorlerin gelisimini durdurmak igin yliksek dozlari
yaygin bir sekilde inflamatuvar |6kositlerin proliferasyonunu
inhibe etmek icin kullanilir (Widemann ve Adamson, 2006)
Disiik doz MTX’e bagli pansitopeni gelisse de bu durum nadir

gorilen, yasami tehdit eden bir komplikasyondur ve
hastalarin sadece % 1.4’Unde meydana gelir (Ohasone ve
ark., 1997). MTX toksisitesi, inflamatuvar yanitin aktivasyonu
ve proinflamatuvar sitokinlerin liretimindeki 6nemli artisi ile
karakterizedir (Uzar ve ark., 2006).

Romatoid artrit tanisi koyulan bir hasta sabah aksam 2
tablet MTX tedavisinden bir hafta sonra agiz yaralari, halsizlik
ve yutma glcligi gorilmis, agiz mukozasinin muayenesinde
plak seklinde beyaz renkli (Ulserler tespit edilmistir.
Laboratuvar bulgularinda ise |6kopeni ve nétropeni
belirlenmistir (Duman ve ark., 2014). N6tropeni 1 haftadan
kisa streli oldugunda % 30 oraninda enfeksiyon gelisirken, 1
haftadan uzun siiren nétropenilerin tamaminda enfeksiyon
gelismektedir (Celebi, 2003).

Yapilan bir g¢alismada (Cetin ve ark., 2008), Uzim
cekirdegi ekstrati (UCE) 100mg/kg dozunda 15 giin siire ile
oral olarak ratlara verilip, ¢alismanin 10. glininde 20mg/kg
dozunda MTX i.p. yolla uygulanmistir. Calisma sonunda
I6kosit (WBC), lenfosit (LY) sayisinda MTX ve MTX+UCE
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel 6nemde bir
azalma tespit edilmistir (p<0,001). % LY degerindeki
azalmanin ise istatistiksel olarak 6nemde olmadigini ifade
etmislerdir.

Yapilan bu c¢alismada, MTX ve MTX+RES grubunda,
kontrol ve RES gruplarina gore lenfosit ylzdesinde artis,
eozinofil ve bazofil ylizdelerinde azalma tespit edildi fakat
gruplar arasinda istatistiksel 6nem tespit edilmedi. N&trofil
(p<0.05) ve monosit (p<0.01) ylizdesinde azalmanin ise
istatistiksel 6nemde oldugu belirlendi. MTX'in neden
oldugu notropeni ve monositopeni durumlarinda belirtilen
dozda oral uygulanan resveratrolin bu degerleri
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ivilestirmede etkili olmadigi tespit edildi. Fakat farkli doz ve
strede resveratrol kullaniminin bu durumu
degistirebilecegini disiinmekteyiz. Bununla birlikte, kontrol
grubu formil I6kosit degerleri, ratlarda daha 6nce yapilan
calismalar ile paralellik gostermektedir (Tas ve ark., 2011;
Comba ve ark., 2016a).

Emilia-Juan ve ark, (2002) yaptiklari calismada ratlarda
trans-resveratroliin 20 mg/kg dozunda 28 giin boyunca
kullanildiginda I6kosit ylzdeleri ve total I6kosit sayisinda
herhangi bir degisiklik olmadigini, dolayisiyla herhangi bir
yan etkisinin bulunmadigini ifade etmiglerdir.

Haftada 3 glin 5mg/kg dozunda ve uzun siire MTX
alinmasi ile olusan pansitopeni durumunda graniilosit
koloni stimule edici ajan (G-CSF) ve folik asit uygulamasi,
dehidratasyon nedeniyle hidrasyon uygulamasi sonucunda
kisa sirede hematolojik parametrelerin diizelecegi
bildirilmistir. Bu nedenle eger hastalar diizenli bir sekilde
takiplere gelemeyecekse, MTX kontrolli bir sekilde
verilmeli ya da farkh bir ajan tedavi secenegi olarak
kullanilmalidir (Yoon ve Ng, 2001).

MTX immunsupresif etkisini lenfosit proliferasyonunda
azalma, IL-1 aktivitesinde azalma, monositlerden IL-1
Uretiminde azalma, LTB-4 dizeylerinde azalma yoluyla
yapar. On planda antiinflamatuvar, ikinci planda ise
immunsupresif etki olusturur. MTX tedavisi ile birlikte folik
asit verilmesi mukozal (lserasyonlari GIS belirtileri ve
sitopenik yan etkileri azaltir. MTX in yan etkileri arasinda
bulanti, hazimsizlik, karin agnsi, ishal, hepatoksisite,
hipersensivite, akcigerlerde fibréz yapinin artisi, distikler ve
malformasyonlar sayilabilir (Dilek, 2002).

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

Reaktif oksijen tilrleri, MTX' in patogenezisinde
onemlidir. MTX serbest oksijen radikalleri Uretir ve lipit
peroksidasyonun yikselmesi ile sonuglanir. Bu serbest
radikaller mitokondrinin fonksiyon bozukluguna ve
apoptozise sebep olur (Miyazono ve ark., 2004) MTX
uygulamasi malondialdehit (MDA) Uretimini arttirir ve
glutatyon (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 igin
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 icin gerekmektedir. Bu enzim sitozolik antioksidan
olan indirgenmis GSH’nin devamliligini saglar. MTX
tedavisi, GSH seviyesinin ve ROS’ lara karsi hicreleri
koruyan antioksidan savunma sisteminin etkinliginin
azalmasi ile sonuglanmaktadir (Cetinkaya ve ark.,2006).
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Bu durum hepatosit hasarina neden olmaktadir (Uraz ve
ark., 2008).

Yapilan bir ¢calismada (Jahovic ve ark., 2003) MTX
uygulanan siganlarin kan, karaciger, bébrek ve ince barsak
dokularinda GSH seviyelerinin azaldigini, myeloperoksidaz
aktivitesinin  ve MDA seviyelerinin ise arttigini
bildirmislerdir.

Yapilan baska bir calismada 8 hafta boyunca 0.25
mg/kg/glin intra muskller MTX enjeksiyonu vyapilan
tavsanlarin karaciger SGOT, SGPT, ALP ve bilirubin
seviyelerinin ve MDA’nin anlamli derecede arttigi, total
serum proteinin ise azaldigi bildirilmistir (Hadi ve ark.,
2012).

MTX’in karaciger ve bobrek basta olmak tzere birgok
doku ve organda olusturdugu hasarda oksidatif stresin
roli  bulunmaktadir. Bu nedenle MTX toksisitesini
azaltabilmek i¢in bazi antioksidan maddeler ile birlikte
kullanmasi gerekmektedir (Armagan, 2015).

Tunali-Akbay ve ark, (2010) yaptiklari ¢alismada, 20
mg/kg dozunda metotreksat tek doz olarak i.p. yolla
uygulamiglar ve 5 gin boyunca 10mg/kg dozunda
resveratroli oral yolla vermisler. Sonucta kemoterapik bir
ajan olan MTX in yan etkilerini azaltmak igin resveratroliin
kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Mokni ve ark, (2007)
yaptiklari ¢alismada resveratroliin antioksidan enzimler
Uzerine optimal etkisinin 12.5 mg/kgdozunda oldugunu
tespit etmistir. Yapilan baska bir calismada (Cetin ve ark.,
2008) ise, MTX'in MDA seviyesini yikselttigi, SOD ve CAT
seviyelerini  dUslrdGgini, Uzim c¢ekirdegi ekstresi
tedavisinin bu degerleri iyilestirdigi bildirilmistir.

Yapilan benzer bir ¢calismada (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 glutatyon-S-transferaz (GST) drlnleri arastiriimistir.
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 artirdigini bildirmislerdir. Resveratroliin ise
tedavi grubunda oksidatif stresi inhibe ederek bu
parametrelerin azalttigini ve karacigerde koruyucu etki
gosterdigini vurgulamiglardir.

Kaya ve Yilmaz (2020) ise, MTX i 7 mg/kg/gin vicut
agirhgl dozunda i.p. olarak 9 giin boyunca 3 giln
uygulanmistir. MTX uygulanan grupta kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda MDA (P<0.001) dizeylerinde anlaml
artislar saptanirken, GSH (P<0.001) duzeyleri ile KAT
(P=0.001), GSH-Px (P=0.001) ve SOD (P<0.001)
aktivitelerinin kontrol grubuna goére anlamh disusler
gosterdigi belirlenmistir. Sonucta, MTX'In toksisiteye
neden oldugunu belirtmislerdir.

Resveratroliin bu parametreler lizerine etkileri onun
yapisindaki polifenolik bilesikler ile iliskilendirilebilir
(Kolouchova-Hanzlikova ve ark., 2004). Polifenolik
bilesiklerin kabiliyeti ve antioksidan durumlari, onlarin
fenolik hidroksil gruplarinin redoks ozellikleri ile
belirlenir (Ignatowicz ve Bear-Dubowska, 2001). Bununla
birlikte resveratroliin yiksek hidrofilik ve lipofilik icerigi
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Vitamin C ve E gibi diger antioksidanlarin
karsilastiriilmasinda o6nemli bir rol oynar (Kasdallah-
Grissa ve ark., 2007). Resveratroliin antioksidan etkisi 3
mekanizma ile iligskilendirilebilir; 1, serbest oksijen
turlerinin oksidatif zincir reaksiyonlarinin azalmasi ile 2,
mitokondrideki  stperoksit radikallerinin nétralize
edilmesi, 3, fenton reaksiyon (Grlnleri ile lipid
peroksidasyonun korunmasi (Zini ve ark., 1999).

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

Oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin
bozulmasi  nedeniyle, oksidan hasara  duyarl
karbonhidrat, protein, lipit yapisindaki molekiller ve
DNA zarar gorebilir. Organizmanin her hiicresinde
DNA’nin bir giinde 1000 kez oksidatif hasara maruz
kaldigi bildirilmistir (Wildburger ve ark., 2009). Bununla
birlikte resveratrol DNA sentezinde iki anahtar enzim olan
ribonlkleotid rediiktaz ve DNA polymeraz aktivitesini
(Fontacave ve ark.,1998) ve agiz kas hiticre kdiltlrlerinde
DNA sentezlenmesini inhibe edebilecegi bildirimler
arasindadir (Zou ve Van, 1999).

Serbest oksijen radikallerinin DNA hasari yaptig bilinse
de resveratroliin bu radikaller Uzerindeki etkisi net
degildir. Resveratrollin potent hidroksil radikal stipurici
etkisi ile DNA kirilmalarini azalttigini bildiren ¢alismalar
oldugu gibi (Burkitt ve Duncan, 2000), bu etkisinin anlaml
olmadigini bildiren ¢alismalar (Murcia ve Martinez-Tome,
2001) da vardir.

Abdel-Wahab ve Abdel-Wahab (2016) resveratroliin 5
ve 10 mg/kg dozlarini 6 haftalik anksiyete Uzerine
etkilerini incelemisler. Uyku apnesinin karakteristik
durumu olan intermitten hipoksinin GSH seviyesinde,
GSH-Px aktivitesinde ve 8-OHdG seviyesinde artisa neden
oldugunu; resveratroliin  her iki dozununda bu
parametreleri antagonize ettigini ve bu amagla yakin
gelecekte kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Alturfan ve ark, (2011) ratlarda resveratroliin etkisini
farkli dokularda incelemisler. oksidatif DNA hasarinin bir
gostergesi olan 8-OHdG seviyesinin ve MDA, MPO
aktivitesinin resveratrol grubunda 6nemli derecede geri
donistigiuni bildirmislerdir.

Atmaca ve ark, (2014) resveratroliin TOS, 8-OHdG ve
TAS degerleri kontrol grubuna yakin oldugu belirtilmistir ve
resveratroliin florid intoksikasyonunda oksidatif stresi
onlemede faydali olabilecegi sonucuna varmislardir. Benzer
sekilde in vivo (Tatlidede ve ark., 2009) ve in vitro (Yan ve
ark., 2012) calismalarda resveratroliin oksidatif DNA
hasarinin  korunmasinda 6nemli bir roli oldugu
bildirilmistir.

Bozkurt ve ark, (2014) yaptiklari benzer calismada
kontrol grubuna gore, MTX grubunda MDA, TOS ve OSI

degerleri 6nemli derecede yuksek, TAS dizeyi onemli
derecede duslik olarak belirlenmistir.

Mevcut calismada ise, MTX grubundaki, TOS ve OSI
seviyelerinde anlamli bir artis, TAS seviyesinde anlaml bir
azalma tespit edildi. MTX+RES grubundaki ratlarda ise bu
parametrelerin istatistiksel Gnemde iyilestigi belirlendi. RES
ve kontrol gruplarindaki degerler birbirine yakin bulundu.
Bu degerler literatiirde belirtilen degerler ile uyumlu oldugu
belirlendi (Comba ve ark., 2016b; Comba ve ark., 2020)

Bununla birlikte 8-OHdG seviyesi en ylksek MTX
grubunda bulunsa da diger gruplar ile karsilastirildiginda
istatistiksel 6nemde degildi. Benzer sekilde bobrek
yetmezligi (Comba ve ark., 2017; Mis ve ark., 2019), diyabet
(Mis ve ark.,2018) gibi metabolik hastaliklar tizerine yapilan
calismalarda da oksidatif DNA hasari (8-OHdG) tespit
edilemedigi bildirilmistir. Bunun muhtemel nedeni, disiik
seviyelerdeki oksidatif DNA hasarinin sirkadiyen kontrol
mekanizmalarinda gorev alan bazi enzimler ile etkili bir
sekilde onarilabilmesi (Sancar ve ark., 2010) yada, 02 gibi
H202 de DNA’ da dogrudan hasar olusturmamasi olabilir.
Nitekim OH radikallerinin DNA {zerine etkisini
gosterebilmesi icin ya DNA‘da ya da onun ¢ok yakininda
sekillenmesi gerekmektedir.

Sonug

Sonug olarak, klinikte antiinflamatuvar  ve
immunsupresif 0Ozelliginden dolaylr olduk¢a yogun bir
sekilde kullanilan ve kemoterapik bir ajan olan MTX’ in dozu
iyi ayarlanmali ve yan etkileri en az diizeye indirilmelidir. Bu
calisma ile haftada 1, toplamda 2 kez kullanilan 20 mg/kg
dozunda MTX in neden oldugu noétropeni ve
monositopeninin iyilestiriimesinde 40 mg/kg/glin dozunda
14 giin boyunca RES’ in etkili olmadigi ancak mevcut
durumu da koétilestirmedigi sonucuna varildi. Bununla
birlikte, MTX in DNA hasari olusturmadigi, fakat oksidatif
stres olusturdugu belirlendi. Bu amagla MTX'in neden
oldugu oksidatif stresi azaltmak icin antioksidan
ozelliginden dolayi resveratroliin tedavi protokoliine ek
olarak kullanilabilecegi kanisindayiz.

Cikar ¢atismasi bildirimi

Yazarlarin makalede sunulan veriler ve/veya makalenin
konusu ile ilgili olarak herhangi bir kisi ya da kurulus ile ¢ikar
iliskisi bulunmamaktadir.

Tesekkiir

Bu arastirma Yizinci Yil Universitesi Bilimsel
Arastirma Proje bagkanhgl tarafindan 2015-SBE-YL235
numarall  proje  olarak  desteklenmistir.  Maddi
desteklerinden dolayi tesekkiir ederiz.
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