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1.GİRİŞ 

 

           Resveratrol; non-flavanoid olup en çok kara üzümün kabuğunda bulunur. Asmaların 

kökünde, sapında ve çekirdeğinde daha az oranda bulunmaktadır. Üzümü koruduğu gibi 

insanıda koruduğu düşünülen resveratrol, soğuk hava koşullarında yetişen üzümlerde oran 

olarak daha yüksektir (Anonim, 2011). Günümüze kadar yapılan çalışmalar incelendiğinde, 

tüm bitkilerden resveratrolün üretilebildiği 72 türün olduğu belirlenmiştir. Bu bitkilerin 

başında; asma, yaban mersini, dut, yer fıstığı ve Antep fıstığı yer almaktadır (Dong, 2003). 

Resveratrol aktif formunu (trans-resveratrol) birçok yiyecek çeşidinde 

koruyabilmektedir. Bunu ısıya dayanıklı olmasıyla sağlamaktadır. Ağıza alındıktan sonra 

sidirimi ve kana karışması çok hızlıdır (Kuhnle ve ark., 2000; Bavaresco ve Vezzulli, 

2006). 

Sitotoksik ilaçlar, kanser hücrelerinin özellikle hücre yapılarını veya metastazik 

ilerleme yollarını bozarak antitümör etkilerini göstermektedirler. Metotreksat sitotoksik 

ilaçların antimetabolitler grubunda yeralır (Weijl ve ark., 1997; Block ve ark., 2007).    

 Metotreksat (MTX), antikanserojen, antiinflamatuar, antimetabolit, antineoplastik 

etkileri olan bir ilaç olup; lösemi, lenfoma, akciğer ve meme kanseri ile romatoid artrit gibi 

bazı hastalıklarda sık olarak kullanılır. Yüksek dozda verildiğinde bilinç düzeyinde 

bozukluklarına neden olur. Gelişen yan etkilerin çoğunda metotreksat verilmesiyle 

tetiklenen oksidatif stresin rolü olduğu bildirilmektedir (Caron ve ark., 2009). 

Kemoterapilerin en sık görülen yan etkisi kemik iliğinin baskılanmasıdır ve 

ölümcül olabilir. Kemik iliği baskılanmasıyla anemi, trombositopeni ve lökopeni tabloları 

ortaya çıkar. Kemoterapi sonrası baskılanan kemik iliği nedeniyle hastalarda azalan 

nötrofil sayısı (Nötropeni) nedeniyle oluşabilen enfeksiyon en ölümcül yan etkidir (İliçin 

ve ark., 1996; Şenol, 2004). 

Kanserli hastalarda verilen kemoterapi oral mukozitin en sık nedenidir. Metotreksat 

gibi bazı sitotoksik ilaçlar ağızdan anüse kadar gastrointestinal sistemin (GİS) tamamının 

epitelyumunda hasar oluşturur.  Bunun sonucunda ülserasyon ve devamında yangı 

görülebilmektedir (Akkuş ve Şanlı, 2006). 
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Resveratrol enflamasyonda, aterosklerozda ve kanser oluşumunu engellemede 

önemli görev üstlenmektedir. Onun dışında resveratrolün antioksidanların, lipid ve 

lipoproteinlerin metabolizmasında da düzenleyici etkiler gösterdiği belirlenmiştir (Pace-

Asciak ve ark., 1995; Kirimlioğlu ve ark., 2006). Uguralp ve ark, (2005) tarafından yapılan 

bir çalışmada sıçan testislerinde iskemi reperfüzyonu oluşturulularak testiste oksidatif 

hasara yol açılmış, fakat resveratrol verilmesi ile hasarın gözle görülür şekilde ortadan 

kalktığı gözlenmiştir. 

Birçok eczacılık ve tıp literatürüne göre resveratrol stresin yarattığı faktörlere karşı 

insanlarda koruyucu olabilmektedir. Resveratrolün başta kanser olmak üzere, koroner kalp 

hastalıkları, Alzaheimer, Diabet gibi pek çok hastalığı iyileştirici etkisi belirlenmiştir. 

Yapılan literatür taramalarında MTX uygulanması sonrasında resveratrolun lökosit 

yüzdeleri, total oksidan (TOS)-antioksidan durum (TAS) ve DNA hasarı (8-OHdG) 

üzerine etkisi ile ilgili yapılan çalışma sayısı çok azdır. Bu nedenle bu çalışma ile elde 

edilen veriler bilimsel platforma ve klinik kullanıma sunulacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.Resveratrol (Res) 

Dünya Sağlık Örgütü’nün (DSÖ) raporuna göre, dünyada ilaç sanayinde ve baharat 

niyetine sofralarda kullanılan bitkilerin sayısının 20.000’e yakın olduğu tespit edilmiştir. 

Bu bitkilerin çoğu uçucu yağ asidi içermektedir. Bazı bitki türlerindeki uçucu yağlar, bazı 

mayalar ve bakterilerin gelişimlerini engelleyerek yiyecekleri doğal olarak korurlar. Çin 

halkı uzun zamandan beri bitkilerden yaptıkları karışımları ilaç olarak kullanmışlardır. 

Ülkemizde de eski devirlerde şifalı olup olmadığını bilmeden denemeler sonucunda uygun 

görülüp, çeşitli hastalıkların tedavisinde kullanılmış birçok bitki türü vardır. Hitit 

döneminde kullanılan ilaç reçetelerinde bitki adlarının kullanılması, eski dönemlerde 

bitkilerin önemli yer tuttuğunu göstermektedir. Bu bitkilerden ticaret amaçlı üretilenlerin 

500 civarında olduğu belirtilmektedir. Türk ilaç sektörüne kayıtlı 140 bitki türü vardır. 

Fakat ilaç sanayisinin keşfetmediği, daha çok halk tarafından tedavi amacıyla kullanılan 

bitki sayısı daha fazladır (Yiğit ve Benli, 2005; Çenet ve Toroğlu, 2006). 

Doğadaki en önemli antioksidanlar fenolik maddelerdir. Bunlar, polifenolik 

komponentler olarak bilinip, bitkilerin tüm kısımlarında bulunurlar. Bitkisel fenolik 

antioksidanlardan en yaygın olanları flavonoitler, kumarinler, tokoferoller, sinnamik asit 

türevleri ve fenolik asitlerdir. Bu maddeler besinlerdeki kolaylıkla oksitlenebilen maddeleri 

oksidasyondan korudukları bilinmektedir (Javonovic ve ark., 1984; Shahidi ve Naczk 

1995; Moure ve ark., 2001). 

Resveratrol, tıp ve eczacılık sektöründe son yıllarda çok dikkat çeken, yaşlılık 

karşıtı özelliği tespit edilmiş güçlü bir antioksidan polifenol bileşiktir (Baxter, 2008). 

Resveratrol doğal bir stilbendir ve nonflanoid olarak ençok bulunan biyolojik aktif 

fenoldür ve stilben-sentaz enzimi tarafından sentezlenmektedir (Mazza, 1995). Patojen 

saldırısı, ultraviole radyasyona maruz kalma, iklim değişiklikleri, ozon, ağır metaller 

abiyotik stres faktörleri ve hava kirliliği resveratrol sentezini arttırmaktadır (Ather ve ark., 

2007). 

Resveratrol, ilkin 1940’lı yıllarda akçöpleme bitkisinden (Veratrum grandiflorum) 

izole edilmiş, daha sonra Japonya’da folklorik Kojo-kon olarak adlandırılan (Plygonum 
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Cuspidatum) bitki kökünde ortaya çıkarılıp; supuratif dermatit, deri hastalıkları ve mantar 

tedavisinde yaygın olarak kullanılmıştır (Chachay ve ark., 2011). Yapılan bir çalışmada, 

üzümün kabuk ve dış kısmında daha çok bulunduğu tesbit edilmiş; bitkiler tarafından stres, 

ultraviyole ışını ve mantarlara karşı koruyucu mekanizma sırasında üretildiği tespit 

edilmiştir (Aggrawal ve Shishodia, 2005). 

Resveratrol, üzümün yanı sıra, dut, erik, limon, kiraz, yer fıstığı, fındık gibi birçok 

meyve türünde, çerezlerde ve yanı sıra okaliptüs, zambak, ladin, yaban mersini ve akasya 

benzeri bitkilerde dâhil olmak üzere 72 türde yüksek oranda bulunur (Dong, 2003). Kökeni 

eski Hindistan’da yaşam bilgisi anlamına gelen Ayurveda’ya dayananan resveratrol, 

alternatif tıpta ve geleneksel Çin tıbbında da kullanılmıştır (Aggrawal ve Shishodia, 2005). 

Ayrıca Fransa’nın güneyinde doymuş yağ ve sigarayı aşırı kullananlarda kalp krizinden 

ölümün az olması, içilen kırmızı şaraptaki resveretrolden kaynaklı olduğu düşünülmüştür. 

Bu durum ‘Fransız Paradoksu’ olarak adlandırılmış, daha sonra tek nedenin bu olmadığı 

anlaşılmıştır. Bu durum resveratrolün yağların emilimini azalttığını, kanda antikoagülan 

etki gösterdiğini ve damarlarda vazodilatasyon sağladığını belirtmektedir (Gu ve ark., 

2000; Hung ve ark., 2000). 

            2.1.1. Resveratrolün yapısı ve türevleri 

3,4',5-trihydroxy-trans-stilbene kimyasal adı ile bilinen resveratrol, C14H12O3 

formülü ile gösterilir. Ağırlığı 228,25 g/mol olup; su, yağ, metanol ve asetonda kolayca 

çözülür. Kaynama noktası 253-255°C’dır. Hafif grimsi beyaz, katı- toz haldedir. 

Resveratrolün trans ve cis izomerleri vardır. Biyolojik aktivite gösteren formu trans-

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

Resveratrolün trans ve cis izomerlerinin (Şekil 1) yanı sıra glikolize olmuş piceid 

formu (Şekil 2) da vardır. 
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Şekil 1. Trans-resveratrol ve Cis-resveratrolün kimyasal yapısı (Haneke, 2002) 

Cis-Resveratrol üzümün doğal bir bileşeni olmamasına rağmen incelemeler 

sonunda neredeyse bütün şaraplarda tespit edilmiştir. Bu da gösteriyor ki, orijin ve 

uygulanan teknolojiye bağlı olmadan, bu madde şarap üretimi sırasında trans izomerinden 

cis izomerine dönüşmektedir (Gerogiannaki-Christopoulou ve ark., 2006). 

 

 

Şekil 2. Resveratrolün piceid formu (Anonymous, 2014) 

Resveratrol bitkilerde çogunlukla glikozitlenmis (Piceid) formdadır. Resveratrol 

oksidatif parçalanmadan glikozitlenerek korunur (Ather ve ark., 2007). Glikolize 

resveratrol çok istikrarlı ve suda eriyebilir özellikte olduğundan kolayca ve yüksek oranda 

gastrointestinal sistemden emilir. Emildiktenden sonra karacigerde trans-resveratrol-3-O-

glukuronit ve trans-resveratrol-3-O- sülfata metabolize olur (Signorelli ve Ghidoni, 2005).  
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2.1.2. Resveratrolün etkileri 

Çeşitli araştırmalar sonucunda resveratolün birçok etkisi olduğunu ortaya 

koymuştur. Resveratrolün etki alanı çok geniş olup Şekil 3’te özetlenmiştir. 

 

Şekil 3. Resveratrolün Etkileri (Karabulut, 2008) 

Resveratrol, sirtuin (SIRT2, insan SIRT1 homoloğu) etkinleştirici olarak protein ve 

gen ailesinde önemli bir yer tutar (Moynihan ve ark., 2005). SIRT1 DNA tamir geni olarak 

bilinir. Sirtuinler metabolizmayı düzenlemede, kanseri ve yaşlanmayı engellemede ve uzun 

yaşamada strese bağlı sinyal transdüksiyon yollarında kritik bir bağlantıya sahip olup, 

sessiz ve önemli bir düzenleyici olarak görev alır (Milne ve ark., 2007). Sirtuinler DNA 

onarım enzimlerini deasetile ederek aktifleştirir ve DNA’yı sabitleştirir. Bunların 

yokluğunda ise DNA hasar görmeye yatkın hale gelir. Dolayısıyla bu mekanizmaları 

başlatan resveratrol sirtuinler üzerinden yaşamı uzatabilir (Kumar ve ark., 2007).  

Resveratrolün ömür uzunluğunu artırıcı etksini belirlemeye yönelik yapılan 

araştırmalara göre, alınan resveratrol miktarına bağlı olarak, resveratrolün; mayalarda 

(Saccha romyces cerevisiae), iplik kurtlarında (Caenorhab ditiselegans), meyve 

sineklerinde (Drosophila melanogaster), balıkların bazı türlerinde ve obez farelerde yaşam 

süresini (ömür uzunluğunu) sırası ile; %70, %29, %24, %50 ve %31’e varan oranlarda 

artırdığını belirlemişlerdir (Howitz ve ark., 2003; Baur ve ark., 2006). 
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Resveratrolun, güçlü antioksidan özelliği sayesinde serbest radikallerin yol açtığı 

hücre yaralanmalarını engellemeye yardımcı olmakla beraber yağların yükseltgenmesi 

sonucu bozulmasını ve buna bağlı hücre ölümünü engellediği bilinmektedir (Frankel ve 

ark., 1993; Jang ve ark., 1997; Tedesco ve ark., 2000; Mizutani ve ark., 2001; Wang ve 

ark., 2002) Ayrıca iyi çözünebilirlikleri sayesinde C ve E vitaminlerinden daha etkili bir 

koruma yapabildiği, trombosit kümeleşmesini kontrol edebildiği ve damar sertliğini 

engellediği de ifade edilmiştir (Weindruch, 2003). 

Yapılan bir araştırmada (Weindruch, 2003), resveratrolle beslenen farelerin 

yaşlanmayla ilişkili genetik aktivitelerinde değişim olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca 

araştırmada resveratrol’ün kalp fonksiyonlarındaki yavaşlamayı büyük oranda durdurduğu 

anlaşılmış ve kroner kalp yetmezliği riskini azaltabileceği ifade edilmiştir. Arichi ve ark, 

(1982) ile Kimura ve ark, (1983) fareler üzerinde yaptıkları çalışmalarda, resveratrolün 

karaciğerde yağlanmayı önlediğini belirlemişlerdir. Bununla birlikte resveratrolün, midede 

ülser, gastrit ve kanser gelişimine neden olan Helicobacter pylori’nin gelişimini ve meme 

kanseri hücrelerinin büyümesini engellediği bildirilmiştir (Mahady ve Pendland, 2000). 

Prostat kanseri hücrelerinde ise androjenleri bloke ettiği vurgulanmıştır (Narayanan ve 

ark., 2002). Ayrıca kemikteki kanser hücrelerinin metestazını bloke ettiğide 

bildirilmektedir (Frankel ve ark., 1993).          

Son yıllarda yapılan araştırmalar resveratrolün nitrik oksit (NO) sentezini uyardığı 

ve indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu arttırdığı saptanmıştır. 

Resveratrol, doza bağlı olarak plazma NO düzeylerini arttırmış ve hücre zedelenmesini de 

yine verilen doza bağlı olarak azaltmıştır (Ray ve ark., 1999; Naderali ve ark., 2000; Hung 

ve ark., 2000; Giovannini ve ark., 2001). Orta serebral arter oklüze edilerek oluşturulan 

yerel beyin iskemisi sonrasında da resveratrolün oluşan nekrotik alanı küçülttüğü 

gösterilmiştir. Bu etkiyi antioksidan, antikuagülan ve vazodilatasyon özellikleri sayesinde 

sağladığı ileri sürülmüştür (Huang ve ark., 2001).  

            2.2. Metotreksat (MTX) 

Metotreksat (MTX) kemoterapötik bir ajan olup, hematolojik hastalıkların çoğunda, 

romatoid artrit gibi otoimmün hastalıklarda, meme kanseri, osteosarkom ve akciğer 

kanserinin tedavilerinde yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. MTX ayrıca antimetabolit 
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olarak sedef ve multiple skleroz gibi hastalıkların sağaltımında da kullanılmaktadır 

(Abolmaali ve ark., 2013). MTX hücre bölünmesini yavaşlattığından dolayı kanser 

sağaltımında uzun yıllardır kullanım alanı bulmuştur. Yapılan araştırmalara göre, ilacın 

oral ve intravenöz uygulamalarında santral sinir sistemi hariç bütün dokulara dağılabildiği 

görülmüştür (Işık ve ark., 1997). MTX’in hastadaki tedavi edici etkileri ile yan etkileri 

hastalarda değişkenlik gösterebilir (Widemann ve Adamson, 2006). 

MTX, hücre replikasyonu sırasında sentez fazındaki hücreleri etkileyip dihidrofolat 

redüktaz enzimine bağlanarak, tetrahidrofolat enzimini inhibe eder ve bu sayede pürin ve 

primidin yapımı gerçekleşmez (Chabner ve ark., 1985), aminoasitlerin sentezinde 

azalmaya neden olur ve böylece NO ve protein sentezini önler (Bruton ve ark., 2009). 

MTX, yüksek dozda verildiğinde bilinç düzeyinde bozukluklarına neden 

olmaktadır. Gelişen yan etkilerin çoğunda metotreksat verilmesiyle tetiklenen oksidatif 

stresin rolü olduğu bildirilmektedir (Caron ve ark., 2009). 

2.2.1. Metotreksat’ ın yan etkileri 

Akut MTX toksisitesinde; enjeksiyondan sonraki 2-4 saat içersinde başağrısı, 

ensede sertlik, mide bulantısı, kusma ve ateş görülebilir. Bazen bacaklara yayılan ilerleyen 

bel ve bacak ağrısı, akabinde his kayıpları ve belden aşağısında felç, barsaklarda ya da 

idrar kesesinde fonksiyon bozukluğu ile beyinde ve omirilikte demiyelinizasyon 

şekillenebilir. Tranvers myelopati genellikle birkaç enjeksiyondan sonra oluşabilir, bu 

nedenle intratekal MTX tedavisinin nadir komplikasyonu olarak değerlendirilir (Brock ve 

Jennings, 2004). MTX, pürin ve pirimidin sentezini inhibe ederek DNA defektlerine de yol 

açabilir ve bu durum apoptozisle sonuçlanır (Uraz ve ark., 2008). Romatoid artritli 

hastalarda MTX tedavisi sonrası yapılan karaciğer biyopsisinde, folat azlığının yanı sıra, 

MTX poliglutamatlarının biriktiği de rapor edilmiştir (Kremer ve ark., 2009). 

Genel olarak, kematerapötiklerin büyük çoğunluğu mide bulantısına, kusmaya, 

anoreksiyaya, mukozite, kabızlık ya da diyareye neden olabilmektedir.  Ayrıca kemik 

iliğinde miyelosupresyon, kanda; anemi, nötropeni, trombositopeni gibi etkilere de yol 

açar. Karaciğerde: karaciğer enzimlerinin yükselmesi, ağrı, karaciğer büyümesi gibi 

değişikliklere de neden olur. Böbreklerde; idrar kesesinde kanama, az idrar çıkarma, idrar 
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çıkarmada güçlük, kreatininde artış, hiperürisemi belirtilerini gösterir. Deride, kıl 

dökülmesi, kulakta eritem, hiperpigmentasyon, tırnaklarda anormallikler, ışığa duyarlılık 

görülen semptomlar arasındadır (Baquiran ve Gallagher, 2001). 

2.3. Lökositler 

Lökositler; organizmayı yabancı etkenlere karşı koruyan ve aktif hareket edebilen 

kan hücrelerinden biridir. Beyaz kan hücreleri ya da akyuvar olarak da isimlendirilirler ve 

çekirdek içerirler. Fizyolojik olarak kanda birim hacimde (mm3) toplam lökosit sayısı 

4000- 10.000 arasında değişiklik gösterir. Klinik olarak sayıları 4000’den az olursa 

lökopeni, 10.000’den fazla olursa lökositoz ismini alırlar. 

Lökositlerin yapım yeri, kırmızı kemik iliği, lenfoid organlar (dalak, timus, 

bademcik) ile ve lenf bezleridir. Lökositler ihtiyaç durumunda kana verilmek üzere kemik 

iliğinde depo edilirler. Akut yangılarda olduğu gibi, gerekli durumlarda, kemik iliğinde 

depo edilmiş lökositler dolaşım kanına verilerek sayıları hızla bir şekide artar ve normal 

sayılarının birkaç katına çıkabilir.  

Lökositlerin kandaki yaşam süreleri 1-2 saat (granülositler) ile 100-200 gün 

(lenfositler) arasında olabilir. Bunula birlikte yangı durumlarınnda ise 2-3 saatten birkaç 

güne kadar değişim gösterebileceği anlaşılmıştır. 

Lökositler, fagositoz yapabilme yeteneğine sahiptirler. Bu nedenle çeşitli yollarla 

vücuda giren mikroorganizmaları, ölü doku artıklarını ve yabancı maddeleri sindirerek 

vücuttan uzaklaştırabilirler (Yakar K, 2005; Özden M, 2012). 

Lökositler sitoplâzmalarında granül bulundurmalarına (granülositler) ya da 

bulundurmamalarına (agranülositler) göre iki gruba ayrılırlar (Şekil 4). 
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Şekil 4. Lökositlerin sınıflandırılması (Yakar K, 2005; Özden M, 2012). 

2.3.1. Granülositler 

Bu lökositler sitoplâzmalarında boya alabilen granül taneciklerine sahiptirler. 

Üretim yerleri kırmızı kemik iliğidir. Nötrofiller, eozinofiller ve bazofiller bu grupta yer 

alan lökositleridir (Yakar K, 2005; Özden M, 2012). 

Nötrofiller, çekirdekleri parçalı olup tüm lökositlerin nötrofiler canlılarda % 70’ini, 

lenfositer canlılarda %30 unu oluştururlar. Fagositoz yetenekleri en güçlü olan 

granülositlerdir. Fagositoz yetenekleri sayesinde organizmaya yabancı maddelere karşı 

savunma yapan hücrelerdir.  Özellikle bakteriyel enfeksiyonlara karşı vücudun ilk 

savunma hattını oluştururlar. Ayrıca ölü dokuları ve artık maddeleri fagositoz yoluyla 

vücuttan uzaklatırırlar (Atay, 1997; Yılmaz, 2000; Schwartzberg, 2006; Dincol ve ark., 

2006).                       

Nötropeni, genel tanımlamada periferik kandaki nötrofil sayısının normal sınırın 

altına düşmesidir (Akova ve ark., 2004). DSÖ’ye göre normal nötrofil sayısının 

2.000/mm3‘ün altına düşmesi (İliçin ve ark., 1996; Shelton, 2003) yada mutlak nötrofil 

sayısının 500–1000/mm3 ’ün arasında olmasını nötropeni olarak tanımlanır (Özdemir ve 

Taçyıldız, 2004).  

Nötropeninin en yaygın nedenleri kemoterapi, radyoterapi, ilaç zehirlenmesi ve 

hipersensitivitedir. Kemoterapik ajanlar: normalde vücuttaki kanserli hücreleri yok 

etmeleri nedeniyle yararlı iken, normal hücreleri de öldürerek zarar verebilirler. 

Kemoterapiden en cok etkilenen hücreler, bölünme yeteneği hızlı olanlardır. Bunlar 
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arasında özellikle, kemik iliği, gastrointestinal sistem, epitelyum ve saç folikül hücreleri 

yer alır (İliçin ve ark., 1996; Şenol, 2004). 

Kemoterapilerin en sık görülen yan etkisi kemik iliğinin baskılanmasıdır ve 

ölümcül olabilir. Kemik iliği baskılanmasıyla anemi, trombositopeni ve lökopeni tabloları 

ortaya çıkar. Kemoterapi sonrası baskılanan kemik iliği nedeniyle hastalarda azalan 

nötrofil sayısı (Nötropeni) nedeniyle oluşabilen enfeksiyon en ölümcül yan etkidir (İliçin 

ve ark., 1996; Şenol, 2004). 

Eozinofiller, alerjik reaksiyonlarda, deri ve paraziter hastalıklarda görev alan 

lökositlerdir. Çekirdekleri genellikle iki parçalıdır ve diğer granülositlere göre daha az 

fagozsitoz yaparlar.  Sayıları total lökositlerin % 2- 3’ü kadardır. 

Bazofiller, yapılarında bol miktarda heparin, histamin ve serotinin taşırlar. Histamin 

ve serotonin kan damarları aktivitesi üzerine etkili maddelerdir. Bazofiller yalnızca alerjik 

reaksiyonlarda görev alırlar. Tüm lökositlerin % 0,4’ünü oluştururlar. 

2.3.2. Agranülositler  

Yapılarında granül bulundurmayan lökositlerdir. Monosit ve lenfosit olmak üzere 

iki türü vardır.  

Monositler, kırmızı kemik iliğinde üretilir ve bazı durumlarda dokular arasına 

geçerek ‘doku makrofajları’ adını alırlar. Makrofajlar, güçlü fagositoz yetenekleri 

sayesinde, bakteri, mantar, protezolar ile büyük virüsleri yok ederler. Tüm lökositlerin % 

5,3’ü monositlerden oluşur (Yılmaz, 2000). 

Lenfositler, vücudun bağışıklık sisteminde görev alan lökositlerdir. Üretim yerleri 

lenfoid organlardır. Fagositoz yapamazlar. İki alt gruba sahiptirler. T lenfositler, hücresel 

bağışıklıkta görev alırken, B lenfositler humoral bağışıklıkta görev almaktadır (Yakar K, 

2005; Özden M, 2012). Sayıları lenfositer türlerde tüm lökositlerin % 70’i, nötrofiler 

canlılarda %30’u kadardır (Yılmaz, 2000). 
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2.4. Oksidanlar ve Antioksidanlar  

Serbest radikaller, atomların orbital kısımlarında bulunan eşlenmemiş elektron 

taşıyan vücutta metabolizma sırasında oluşan son derece etkin kimyasal moleküllerdir 

(Halliwell, 1994; Young ve Woodside, 2001). Kararsız bir yapıları vardır ve bu nedenle 

diğer organik ve inorganik moleküllerle reaksiyona girebilirler. En önemli serbest 

radikaller, oksijen kullanılan organizmalarda fizyolojik olarak oluşan reaktif oksijen 

türleridir (ROS). Yapılan bazı çalışmalarla,  bir çok kemoterapik ajanın hem canlı hücrede 

hem de yapay ortamda serbest radikal üretimine neden oldukları gösterilmiştir (Weijl ve 

ark., 1997; White ve ark., 2006; Simone ve ark., 2007; Crohns ve ark., 2009). Radyoterapi 

ve bazı sitotoksik ajanlar serbest radikal üretimine neden olarak hücresel ölüme yol 

açmakta, antioksidanlar ise serbest radikaller ile bunlara bağlı gelişen oksidatif 

reaksiyonları azaltmaktadırlar (Prasad ve ark., 2002; Simone ve ark., 2007). 

ROS’ların yaşam süreleri çok kısadır ve miktarca düşük yoğunluklarda bulunurlar. 

Buna karşılık hücre bileşenleri ile etkileşime girebilen, çok aktif yapılı zararlı bileşiklerdir. 

ROS’lar proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve nükleik asitler ile reaksiyona girerek, 

yapısal ve fonksiyonel değişikler yaparlar. Yaptıkları bu değişikliklerle; protein sarmalında 

kesilmeye, oksidasyona, kromozom kırılmalarına, köprüleşmeye (protein- protein 

bağlantısı, proteinlipid bağlantısı), malign değişikliklere, mutasyonlara hatta hücre 

ölümüne neden olurlar (Schoenberg ve Beger, 1990; Sinclair ve ark.,1990). 

Serbest radikaller hücrede meydana gelen enzimatik olaylar sırasında enzimlerin 

aktif yerinde ara ürün olarak sürekli oluşmaktadırlar. Bazen enzimlerin aktif yerinden 

serbest radikal sızıntısı olmakta, sızan serbest radikal moleküleri oksijenle yanlışlıkla 

etkileşerek ROS oluşturmaktadırlar. Hücrede oluşan ROS’lar, antioksidanlar tarafından 

ortadan kaldırılırlar. Bazı durumlarda ise antioksidanların kaldırabileceğinden daha fazla 

ROS oluşabilir. Oluşan bu duruma oksidatif stres denir ve bu durum sonucunda doku 

hasarı meydana gelir (Akkus, 1995). Bununla birlikte plazmadaki serbest radikal 

reaksiyonlarında katalizör görevini üstlenen demir iyonu da oksidatif hasara neden 

olabilmektedir (Weijl ve ark., 1997). Resveratrolün oluşan süperoksit radikallerini ve diğer 

ROS’ların oluşumunu azalttığı bildirilmiştir (Olas ve ark., 2001).  
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Diğer bir deyişle oksidatif stres, biyolojide oksidanlarla antioksidanlar arasındaki 

dengenin, antioksidanlar aleyhine yada oksidanlar lehine bozulması olarak ifade edilir 

(Şekil 5) (Bhuvarahamurthy ve ark., 1996).  

 

Şekil 5. Oksidatif Stres (Bhuvarahamurthy ve ark., 1996). 

Oksidan ve antioksidanları ayrı ayrı ölçebilen çeşitli yöntemler vardır (Martinez, 

2002). Fakat bu moleküllerin ayrı ayrı ölçülmesi zaman alıcı olması ile birlikte, pahalı ve 

zordur. Bu nedenle total oksidan (TOS) ve total antioksidan (TAS) ölçümü yapmak hızlı ve 

uygun bir yöntemdir. Bir örnekteki oksidan ve antioksidanların ayrı ayrı belirlenmesinden 

daha pratiktir (Asher ve ark., 1995; Bjorksten ve ark., 1998). 

TAS ölçümü bir örnekteki antioksidanların toplamını belirler. TAS ölçümü için 

geliştirilen birçok metod vardır. Bu metodlarda genel prensip oluşturulan bir radikale karşı 

numunede varolan antioksidanların varlığının belirlenmesidir. Bunlar arasında 2,2′-azino-

bis(3-etilbenzotiazolin-6-sülfonat) (=ABTS) ölçümü en çok kullanılan kolorimetrik 

yöntemdir. (Asher ve ark., 1995). 

Oksidatif stres indeksi (OSI), TOS değerinin TAS değerine oranı ile hesaplanır 

(Erel, 2004; Erel, 2005). 

2.5. DNA Hasarı (8-OHdG) 

Oksidatif stresin hücre hasarına lipidler, proteinler ve DNA üzerinde yaptığı 

değişikliklerin neden olduğu bilinmektedir (Dizdaroglu, 1994; Dandona ve ark., 1996). 

DNA’daki oksidatif hasara neden olan başlıca etkenler: İyonize radyasyon, yüksek oksijen 
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yoğunluğu, radikal zincir reaksiyonuna uğrayan kimyasallar (adrenalin, dopamin), 

dioksopurin oksidaz ve substratları ile TNF-α’dır (Halliwell ve Gutteridge, 1999). ROS’lar, 

DNA’da farklı mekanizmalar ile oksidatif hasara neden olurlar (Şekil 6) (Valko ve ark., 

2007). 

 

Şekil 6. DNA’da meydana gelen oksidatif hasarlar (Valko ve ark., 2007) 

DNA’da ROS tarafından oluşan oksidatif hasar, erken yaşlanmaya, kanserlere, 

kardiyovasküler sistem hastalıklarına, bağışıklık sistemin baskılanması sonucu oluşan 

hastalıklara, doku fonksiyonlarının bozulması ile ortaya çıkan dejeneratif hastalıklar gibi 

hastalıkların belirteci veya temel nedeni olarak görülmektedir (Dizdaroglu, 1994; Dandona 

ve ark., 1996). Çok düşük düzeyde de olsa, sağlıklı bireylerde de DNA hasarı ve onarımı 

olmaktadır (Randerath ve ark., 1997). 

DNA’daki oksidatif hasarın direk göstergesi olarak kabul edilen 8-hydroxy-2’-

deoxyguanosine (8-OHdG) ölçümü, DNA’da oluşan oksidatif hasarı belirlemede kullanılan 

en sık yöntemdir (Halliwell, 1999). 8-OHdG, 8-Hidroksiguanin (8-OHGua)’nin 
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deoksiriboza bağlanmış hali olan bir modifiye nükleozit ve ekzonükleazlar olarak 

adlandırılan enzimlerin okside olmuş DNA’yı onardığında ekstrakte edilen bir baz 

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

 8-OHdG, ROS’lar tarafından DNA üzerinde yapılan ve en sık görülen yaklaşık 100 

tane oksidatif baz hasar ürününden biridir. Mutajenitesi en iyi bilinenidir (Fraga ve ark., 

1990; Loft ve Poulsen, 1999). Oksidatif DNA hasarının bir belirteci olarak Kasai ve 

Nishiura (1984) tarafından tespit edilmiştir. 8-OHdG, DNA onarım enzimleri tarafından 

kesilerek uzaklaştırılır, periferik dolaşıma geçer ve idrarla atılır. Lökosit DNA’sında 

bulunan 8-OHdG, serum ve idrarda bulunan 8-OHdG oksidatif stres markeri olarak 

değerlendirilmektedir (Halliwell, 1999; Cooke ve ark., 2003; Evans ve Cooke, 2004). 

ROS’lar DNA bileşenleri içerisinde guanini hedef alırlar, çünkü guanin en düşük 

ayrıştırma potansiyeline sahip bileşendir (Hirano ve ark., 1996).  

Genetik meteryal üzerindeki çevresel etmenlerin tehtidi ile bazı hücresel olaylar 

(DNA Replikasyonu) DNA üzerinde değişikliklere neden olurlar. DNA’da oluşan hasar; 

mutasyona, kansere, yaşlanmaya ve sonuçta hücre ölümüne neden olabilen bir durumdur. 

Yaşam boyunca ROS’lar ve ekzojen ajanlar nedeniyle DNA’da sürekli olarak değişiklikler 

oluşabilmektedir. Bu değişiklikler, çok hücreli canlılarda yaşlanmaya ve gerilemeye, tek 

hücreli canlılarda da hücresel ölüme neden olabilir (Sancar ve ark., 2004; Rupp, 2006). 

DNA’da oluşan oksidatif hasar iki hipoteze dayanır (Halliwell ve Aruoma, 1991). 

Her iki hipotezinde canlılar için geçerli olduğu kabul görmektedir. Oksidatif stresin 

sebebine ve hücrenin türüne göre mekanizmalardan biri diğerinin önüne geçmektedir. 

Reaksiyon hızı, mekanizması ve baz modifikasyonunun türü transisyon metal iyonlarının 

varlığından etkilenmektedir (Milligan ve Ward, 1994).  

Fenton Kimyası hipotezinin kullanımı 1960’lardan sonrasına rastlamaktadır. Bu 

reaksiyon, asidik şartlar altında Fe+3 iyonunun ve diğer geçiş iyonlarının H2O2 ile 

reaksiyonuna dayanmaktadır. Reaksiyon sonucu en reaktif ve zarar verici ROS olan 

hidroksil (OH--)  radikalleri oluşmaktadır (Akkuş, 1995). DNA’ya saldıran OH-- radikalleri 

hasar oluşturur. Fakat süperoksit (O2
--) gibi H2O2’de DNA’da direk hasar oluşturmaz. OH 

radikalinin DNA’ da direk etki oluşturabilmesi için ya DNA’da ya da çok yakınında 

gerçekleşmesi zorunludur. OH radikalinin reaktivitesi çok yüksek olduğu için hücre içinde 
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diffüze olması ve nükleusa geçmesi ihtimali cok azdır. Fakat membranı geçebildiği 

durumlarda H2O2’nin nükleusta Fe-Cu iyonları ile reaksiyona girer (Haber-Weiss ve 

Fenton reaksiyonları) ve hidroksil radikallerini oluştururlar (Halliwell ve Gutteridge, 

1999).              

Bununla birlikte oksidatif stres, nükleaz aktivasyonu reaksiyonuna göre; sitozolik 

Ca2+ iyon konsantrasyonunda büyük bir artışa sebep olur. Bunun sonucunda nükleustaki 

Ca2+ bağımlı endonükleazları aktive eder, DNA’da fragmantasyon ve kimyasal 

değişiklikler görülür (Milligan ve Ward, 1994). Dal kırıklıkları DNA’da oksidatif hasar ile 

ilk oluşan lezyondur. DNA onarımı esnasında nükleaz aktivitesi ile oluşabilmektedir. Bu 

nedenle her zaman oksidatif DNA hasarının sonucu olarak görülmemektedir (Evans ve 

Cooke, 2004). 

Zastawny ve ark (1995) doku kültür ortamında yaptıkları çalışmada oksidatif DNA 

baz hasarının Fe3+ ve Cu2+ iyon yoğunluğu ile pozitif ilişkili olduğunu tespit etmişlerdir. 

Bununla birlikte, bakır ve demir çelatörleri (deferoksamin) kullanımının H2O2’ye maruz 

kalan hücrelerde DNA’nın oksidatif hasarını azalttığını bildirmişlerdir.  Halliwell ve 

Gutteridge (1999) da, DNA’yı oksidatif hasardan korumak için radikal temizleyicilerinin 

ve demir çelatörlerinin birlikte kullanılmalarının gerekli olduğunu; Milligan ve Ward 

(1994) ise, Ca2+çelatörlerinin kullanımı ile DNA hasarının engellenebildiğini ifade 

etmişlerdir.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

 

3.1.1. Hayvan materyali 

Bu çalışmada kullanılan ratlar, Yüzüncü Yıl Üniversitesi Deney Hayvanları 

Ünitesi'nden temin edildi. Toplam 40 adet, 8-9 haftalık, 250-300 g ağırlığında Wistar 

Albino rat kullanıldı. Ratlar deneme süresince 12 saat karanlık/aydınlık ve 22±2°C sıcaklık 

odalarda, önlerinde sürekli olarak taze su ve yem bulunan kafeslerde barındırıldı. 

Bir haftalık adaptasyon süresinin sonunda hayvanlar her biri 10 rattan oluşan 

rastgele 4 gruba ayrıldı: 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 uygulandı.   

3) Resveratrol grubu (10 rat): Bu gruptaki ratlara 40 mg/kg/gün dozunda 

resveratrol içme sularına 14 gün 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 uygulandı ve 40 mg/kg dozunda 

resveratrol içme sularına 14 gün boyunca ilave edildi.  

14 gün süren çalışmanın son günü Metotreksat grubundan 2 ve 

Metotreksat+Resveratrol grubundan 1 adet olmak üzere toplam 3 rat ex oldu. Ex olan ratlar 

çalışmaya dâhil edilmedi. 

3.1.2. Kullanılan alet ve malzemeler 

Cerrahi makası 
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Çoklu pipet (Thermo) 

Derin dondurucu (İndesit) 

EDTA’ lı tüp 

ELISA okuyucu (Stat Fax 2100, USA) 

ELISA yıkayıcı (Stat Fax 2600,USA) 

Ependorf tüp 

Etüv (Nüve EN 400) 

Jelli tüp 

Lam 

Lamel 

Mikroskop (Olympus) 

Otomatik pipetler (Eppendorf) 

Pens 

Soğutmalı santrifuj (Hettich, Universal 320 R) 

Spektrofotometre (Shimadzu) 

Yazıcı (Epson, LX-300+II) 

Yeşil uçlu enjektör 

3.1.3. Kimyasal maddeler 

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

Giemsa (Sigma-Aldrich) 

İmmersiyon yağı (Sigma-Aldrich) 

Ketamin HCl, (Ketalar, Pfizer)  

Metotreksat (Methotrexate, Koçak Farma),        

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjPtu2aqJnQAhXLthQKHai2BMYQFgg9MAc&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsigma%2Fmg1l&usg=AFQjCNFPJadbLUwieewjZ38oJutxPm3DQg&bvm=bv.137904068,d.bGg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjPtu2aqJnQAhXLthQKHai2BMYQFgg9MAc&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsigma%2Fmg1l&usg=AFQjCNFPJadbLUwieewjZ38oJutxPm3DQg&bvm=bv.137904068,d.bGg
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My Grünwald (Sigma-Aldrich) 

Resveratrol (Solgar, USA) 

TAS Kit (Rel Assay), 

TOS Kit (Rel Assay),  

            3.2. Yöntem               

            3.2.1. Kan örneklerinin alınması 

Deneme sonunda 10mg/kg ksilazin HCl ve 75mg/kg ketamin HCl ile anastezi 

altındaki ratların kalplerinden enjektör yardımı ile alınan kan örnekleri antikoagülanlı ve 

antikoagulantsız tüplere koyuldu. Antikoagülanlı (EDTA) tüplerden lam üzerindeki alınan 

bir damla kan ile yayma kan preparatı hazırlandı. Antikoagülanlı tüplere alınan kan 

örnekleri 3000 rpm’de 10 dk. santrifüj edildikten sonra elde edilen plazmalar eppendorf 

tüplere alındı. Serumlar analizlerin yapılacağı zamana kadar derin dondurucuda -20 0C’de 

muhafaza edildi. Tam kanda lökosit yüzdeleri klasik yöntemle; serumda TOS, TAS 

değerleri kolorimetrik kitlerle ve 8-OHdG değerleri ise ELISA kiti ile belirlendi.  

            3.2.2. Yayma kan preparatı (Froti) hazırlanması ve boyanması 

- Antikoagülanlı tüplerden alınan bir damla kan, lamın kenarına koyuldu. Lam sol 

elin baş ve işaret parmakları arasında yatay bir şekilde tutuldu. 

- Sağ elin baş ve işaret parmakları arasına alınan lamel kan damlasının ön kısmına 

45° lik açı yapacak şekilde koyuldu. Lamel geriye doğru çekilip, kanın lamelin 

kenarı boyunca yayılması için beklendikten sonra aynı açı ile ileri doğru hareket 

ettirerek kan ince bir tabaka hâlinde yayıldı.  

- Kan hücrelerini tespit etmek için preparatların üzerlerini kaplayacak kadar May 

Grünwald boyası damlalık yardımı ile döküldü ve 3-5 dakika beklenildi.  

- Lamın kenarından tutarak üzerindeki May Grünwald boyasının dökülmesi sağlandı 

ve distile su ile yıkandı.  

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjPtu2aqJnQAhXLthQKHai2BMYQFgg9MAc&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsigma%2Fmg1l&usg=AFQjCNFPJadbLUwieewjZ38oJutxPm3DQg&bvm=bv.137904068,d.bGg
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- Preparatların üzerini örtecek şekilde 1/5 oranında distile su ile sulandırılan Giemsa 

boyası döküldü ve 25-30 dakika beklendi.   

- Preparatın kenarından tutularak Giemsa boyası döküldü, distile su ile yıkandı. 

Kuruması için beklendi.   

- Işık mikroskobunda 100 lük objektifte immersiyon yağı kullanılarak incelendi 

(Yılmaz, 2000). 

3.2.3. Total oksidan durum (TOS) tayini 

Serum TOS düzeyleri spektrofotometre (Shimadzu) de total oksidan status test kiti 

(Rel Assay, Gaziantep, Türkiye) kullanılarak tayin edidi. 

Prensip: Örnekte bulunan oksidan varlığı, ferrus (Fe2+) iyon şelat komplekslerini 

ferrik (Fe3+) iyona okside eder. Oksidasyon reaksiyonu ortamda kendiliğinden bulunan 

arttırıcı moleküller (gliserol) tarafından uzatılır. Fe3+ iyonu asit ortamda ksilenol 

(kromajen)  ile renkli bir bileşik oluşturur. Bu rengin yoğunluğu örnekteki oksidan 

moleküllerin miktarı ile orantılıdır ve spektrofotometrik olarak ölçülebilir. Ölçüm sonucu 

μmol H2O2 ekivalent/L olarak ifade edilebilir ve H2O2 ile kalibre edilebilir (Erel, 2005). 

Testin yapılışı:  

- 75 µl örnek ya da standart farklı küvvetlere koyuldu. 

- Örnek ya da standartın üzerine 500 µl Reaktif 1 eklendi ve karıştırıldı. 

- 37 oC’de 30 sn inkübe edildi, 530 nm de okutuldu ve ABS değeri A1 olarak yazıldı. 

- 25 µl Reakfif 2 eklendi, karıştrıldı,  

- 37 oC 5 dk inkübe edildi, 530 nm de okultuldu ve ABS değeri A2 olarak yazıldı. 

Hesaplama: A2-A1=ABS 

Sonuç: (ABS örnek/ABS standart) x 10 µl (standart konsantrasyonu) 

Normal değerler: 4-6 µmol/L 
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AMR Linearity: 0-37.5 μmol H2O2 ekivalent/L 

            3.2.4. Total antioksidan durum (TAS) ölçümü 

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

kiti (Rel Assay, Gaziantep, Türkiye) kullanılarak ölçüldü.  

Prensip: örnekteki antioksidanlar koyu mavi teşil renkli ABTS radikallerini renksiz 

ABTS formuna dönüştürür. 660 nm deki ABS değişimleri örneklerin total antioksidan 

seviyeleri ile ilişkilendirilir. Ölçüm bir Vitamin E analoğu olan Trolox Ekivalent olarak 

isimlendirilen sabit standart antioksidan ile kalibre edilebilir. Ölçüm sonuçları mmol 

Trolox ekivalent/L olarak ifade edilir (Erel, 2004).  

Testin Yapılışı:  

- 30 µl örnek, standart ve su farklı küvetlere koyuldu. 

- Üzerlerine 500 µl Reaktif 1 eklendi ve karıştırıldı. 

- 37 oC 30 sn inkübe edildi, 530 nm de okutuldu ve ABS değeri A1 olarak yazıldı. 

- 75 µl Reakfif 2 eklendi, karıştrıldı,  

- 37 oC’ de  5 dk. inkübe dildi, 660 nm de okultuldu ve ABS değeri A2 olarak 

yazıldı. 

Hesaplama: A2-A1=ABS 

Sonuç: [(ABS H2O-ABS örnek)]/[( ABS H2O-ABS standart)] 

Normal değerler: 1.20-1.50 mmol/L 

AMR Linearity:  0-2.75 mmol Trolox Equivalent/L 

3.2.5. Oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanması 

Oksidatif stres indeksi = (TOS/TAS)×0.1 formülü ile hesaplandı ve IU olarak ifade 

edildi (Erel, 2005). 
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3.2.6. DNA hasarı (8-OHdG) belirlenmesi   

Serumda 8-OHdG düzeyi ELISA kiti (Bioassay Technology Laboratory) 

kullanılarak belirlendi. Kit, ELISA cihazında (Awareness Stat Fax 2100, USA) çalışıldı. 

Testin prensibi: Bu kit rat 8-OHdG yi ölçmek için biotin kaplı antikor sandwich 

teknolojisini temel alan ELISA yı kullanır. 

Analiz Aralığı:0.05ng/ml-20 ng/ml 

Duyarlılık:0.027 ng/ml 

Testin Yapılışı: 

Reaktifler, numuneler ve standart üreticinin talimatına göre hazırlandı. 

1. Standart solusyonun dilüsyonu: S1 den S5 e kadar eppendorf tüpler 

numaralandırıldı ve 120 µl standart sulandırıcı koyuldu. Standart stok 

solusyonundan 120 µl S5 tüpüne, S5’ den S4’ e, S4’ den S3’ e, S3’ den S2’ ye, 

S2’ den S1’ e koyuldu. Her transfer sonrası tüpler iyice karıştırıldı ve Tablo 1’ 

deki son standart oranları elde edildi. 

 

 Standart S5 S4 S3 S2 S1 

ng/ml 24 12 6 3 1.5 0.75 

Tablo 1. Standart solusyonun dilüsyonu 

2. Örnekler ve test için kullanılacak kuyucuklar belirlendi. 

3. Standar ve örneklerin koyulması:  

- Standart solusyon kuyucukları: 50 µl standart ve 50 µl streptavidin –HRP.  

- Örnek kuyucukları: 40 µl örnek ve 10 µl 8-OHdG antikorları, 50 µl 

streptavidin-HRP eklendi.  

- 37oC’de 60 dakika inkübe edildi.  

4. Yıkama solusyonun hazırlanması: Yıkama solusyonu (30X) distile su ile 

sulandırıldı. 
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5. Yıkama: Elisa yıkayıcı ile plate deki sıvı uzaklaştırıldı, her kuyucuk yıkama 

solusyonu ile dolduruldu. 30 saniye bekledikten sonra sıvı uzaklaştırıldı. Bu 

prosedür 5 kez tekrar edildi. 

6. Renk değişimi: Her kuyucuğa önce 50 µl kromojen A, sonra 50 µl kromojen B 

solusyonu eklendi. Yavaş bir şekilde karıştırıldı. Işıktan koruyarak 37oC’de 10 

dakika inkübe edildi.  

7. Durdurma: Reaksiyonu durdurmak için her kuyucuğa 50 µl Stop solusyonu 

eklendi. 

8. Analiz: Stop solusyonunu ekledikten sonra 10 dk. içinde,  kör kuyucuk sıfır 

olarak alınarak her kuyucuğun 450 nm dalga boyundaki absorbansı (ABS) 

ölçüldü. 

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

 

Sonucun hesaplanması: 

Standart konsantrasyonları ve ABS değerlerine ile örneklerin ABS değerlerine göre 

konsantrasyonları hesaplandı. 

3.3. İstatistik Analizi 

Üzerinde durulan özellikler için tamamlayıcı istatistikler: Ortalama ve Standart 

Sapma olarak ifade edildi, her bir ölçülen değişken için tek yönlü Varyans Analizi 

(ANOVA) sonuçları verildi. Dört grup arasındaki fark istatistiksel olarak önemli 

bulunduğunda, hangi grubun farklı olduğunu belirlemek için ‘Duncan’ çoklu karşılaştırma 

testi uygulandı. Hesaplamalar SAS istatistik programında yapıldı. 
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4. BULGULAR 

Kontrol, metotreksat,  resveratrol ve metotreksat+resveratrol gruplarındaki ratlara 

ait nötrofil, eozinofil, bazofil, lenfosit ve monosit yüzdeleri Tablo 2‘de gösterildi. Ayrıca 

tüm gruplardak incelenen parametreler grafikler eşliğinde yorumlandı. 

 

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

ait nötrofil, eozinofil, bazofil, lenfosit ve monosit yüzdeleri 

a,b: Aynı satırda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki fark istatistiksel olarak 

önemlidir. 

Metotroksat (16.00±1.40) ve metotroksat+resveratrol (15.00±1.10) gruplarında 

nötrofil yüzdeleri, kontrol (21.70±1.10) ve resveratrol (21.60±1.25) gruplarına göre daha 

düşük olduğu belirlendi ve p≤0.05 düzeyinde istatistiksel önem tespit edildi (Şekil 7). 

 
 

Şekil 7. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratların 

nötrofil yüzdeleri 

Parametreler  

Kontrol   

grubu 

(n=10) 

Metotreksat 

grubu 

(n=8) 

Resveratrol 

grubu   

(n=10) 

Metotreksat 

+Resveratrol 

grubu 

(n=9)  
P 

X±SD  X±SD X±SD X±SD 

Nötrofil (%) 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 1.20±0.30 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 2.30±0.40b 4.90±0.80a 1.70±0.50b ≤0.01 
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Eozinofil yüzdeleri kontrol, metotroksat, resveratrol ve metotroksat+resveratrol 

gruplarında sırasıyla; 6.50±1.60, 5.50±1.60, 6.50±1.55, 5.40±1.40 olarak belirlendi 

(p≥0.05) ve gruplar arasında istatistiksel önem saptanmadı (Şekil 8). 

 

Şekil 8. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratların 

eozinofil yüzdeleri 

Bazofil yüzdeleri 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 yüzdeleri için gruplar arasında istatistiksel önem bulunamadı (Şekil 9).  

 

Şekil 9. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratların 

bazofil yüzdeleri  
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Lenfosit yüzdeleri, kontrol (66.00±7.10), metotreksat (75.00±8.10), resveratrol 

(65.50±6.10) ve metotreksat+resveratrol (76.50±7.40) grupları arasında istatistiksel 

önemde değildi (p≥0.05) (Şekil 10). 

 

Şekil 10. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratların 

lenfosit yüzdeleri 

Metotreksat (2.30±0.40) ve metotreksat+resveratrol (1.70±0.50) gruplarındaki 

ratların monosit yüzdeleri, kontrol (4.40±0.60) ve resveratrol (4.90±0.80) 

gruplarındakilerden istatistiksel önemde (p≤0.05) düşük olarak belirlendi (Şekil 11).   

 

Şekil 11. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratların 

monosit yüzdeleri 
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Kontrol, metotreksat,  resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubu ratlara ait TOS, 

TAS, OSI ve DNA hasarı düzeyleri tablo 3’de verildi. Ayrıca tüm gruplarda incelelenen 

parametreler grafik ile gösterildi ve yorumlandı. 

Tablo 3. Kontrol, metotreksat,  resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubu ratlara ait 

TOS, TAS, OSI ve 8-OHdG düzeyleri 

Parametreler 

Kontrol  

grubu 

(n=10) 

Metotreksat 

grubu 

(n=8) 

Resveratrol 

grubu   

(n=10) 

Metotreksat 

+Resveratrol 

grubu 

(n=9)  

P 

 X±SD X±SD X±SD X±SD  

TOS (μmol H2O2 

Equiv/L) 
5.74±0.62c 17.65±1.66a 5.44±1.39c 11.38±0.42b 

≤0.001 

TAS (mmol 

Trolox Equiv/L) 

1.77±0.10a 1.48±0.09b 1.75±0.21a 1.71±0.07a ≤0.05 

OSI (Arbitrary 

Unit) 
0.33±0.06c 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 3.97±0.30 4.04±0.25 ≥0.05 

a,b,c: Aynı satırda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki fark istatistiksel 

olarak önemlidir. 
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TOS düzeyi metotreksat+resveratrol grubunda (11.38±0.42 μmol H2O2 Equiv/L), 

metotreksat grubuna (17.65±1.66 μmol H2O2 Equiv/L) göre istatistiksel önemde düşük, 

kontrol (5.74±0.62 μmol H2O2 Equiv/L) ve resveratrol (5.44±1.39 μmol H2O2 Equiv/L) 

gruplarına göre istatistiksel önemde (p≤0.001) yüksek tespit edildi (Şekil 12). 

 
 

Şekil 12. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratların 

TOS düzeyleri 

 

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 göre p≤0.05 

önemde düşük bulundu (Şekil 13).  

 

Şekil 13. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratların 

TAS seviyeleri 
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OSI oranı kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol gruplarında 

sırasıyla 0.33±0.06, 1.18±0.24, 0.32±0.09, 0.67±0.04 Arbitrary Unit olarak belirlendi. 

Metotreksat+resveratrol grubundaki OSI oranı kontrol ve resveratrol gruplarına göre 

önemli derecede yüksek, metotreksat ve grubuna göre önemli derecede düşük bulundu 

(p≤0.001) (Şekil 14).  

 
 

Şekil 14. Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratların 

OSI değerleri 

 

Kontrol (4.05 ng/mL), metotreksat (4.71 ng/mL),  resveratrol (4.04 ng/mL) ve 

metotreksat+resveratrol (3.97 ng/mL) gruplarındaki 8-OHdG seviyesi birbirine yakındı ve 

gruplar arasında istatistiksel önem (p≥0.05) tespit edilmedi (Şekil 15).    

 

 

Şekil 15.  Kontrol, metotreksat, resveratrol ve metotreksat+resveratrol grubundaki ratların 

8-OHdG seviyeleri 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Resveratrol, doğal bir fitoaleksindir ve başta üzüm olmak üzere farklı birçok bitkide 

bulunur. Fitoaleksinler, bitkilerde enfeksiyonlara, fiziksel hasara ve ultra viole ışınına karşı 

oluşurlar (Aribal-Kocatürk ve ark., 2007) ve üzümden başka kırmızı şarap, yer fıstığı, asma 

yaprağı,  keçiboynuzu ve yaban mersininde bulunan polifenolik bir bileşiktir (Signorelli ve 

Ghidoni, 2005). 

Resveratrol üzerine yapılan çalışmalardan sonra, yaşamı uzatan ilaç olarak 

tanımlanmış ve farklı doku ve organlarda etkili olduğu belirlenmiştir. Resveratolün 

antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser aktivitenin yanısıra, platelet agregasyonunu 

inhibe edici, kalbi koruyucu ve damar gevşetici etkilerinin de olduğu belirtilmiştir. 

(Bertelli ve ark., 1999; Hung ve ark., 2000). Birçok laboratuar çalışmasında; resveratrolün, 

bazı inflamatuar enzimlerin aktivitesini engelleyici etkisinin olduğu belirlenmiştir (Kimura 

ve ark., 1985). 

Bununla birlikte resveratrol ile ilgili araştırmaların en çok kanser üzerine 

yoğunlaştığı bildirilmektedir. Kanser üzerine yapılan bir çalışmada (Fontacave ve ark., 

1998) 100 μg/mL resveratrolün tümör ilerleme aktivitesini azalttığı bildirilmiştir. Bu 

etkisini siklooksijenaz-1 (COX-1) enzimini büyük oranda inhibe ederek göstermektedir. 

Bu enzim araşidonik asit üzerine etki ederek prostaglandin sentezini gerçekleştiren ve 

tümör gelişimini uyaran bir enzimdir. Jang ve ark, (1997)  farelerde tümör oluşturup ve 1, 

5, 10 ve ya 25 μM dozunda 18 hafta boyunca resveratrol 2 kez verdikleri çalışmada, tümör 

sayısının kontrole göre %88 lere varan oranda bir azalma olduğunu belirtmişlerdir. Ayrıca 

Carbo ve ark, (1999) ise, resveratrolün kanserli farelerin derilerinde tümör oluşumunu ve 

lezyon gelişimini azalttığını tespit etmişlerdir. 

Resveratrolün hücresel düzeyde etkilerini incelemek üzere yapılan çalışmalarda, 

hücre siklusununda S fazını durdurduğu bildirilmiştir. Bunu akut promyelositik lösemi 

hücrelerinde S-G2 transisyonunu bloke ederek yaptığı ortaya koyulmuştur (Ragione ve 

ark., 1998; Joe ve ark., 2002). Bunun yanı sıra lenfoma hücrelerine resveratrol verilmesi 

hücre siklusunun G1 fazında yavaşlamaya ve apoptozise (Faber ve Chiles, 2006), p53 

tümör baskılayıcı geninin ekspresyonun da arttışa neden olduğu ifade edilmiştir (Phan ve 

Dalla-Favera, 2004).  
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Metotreksat (MTX), lenfoma, lösemi, osteosarkom, akciğer ve meme kanserleri, 

baş ve boyun tümörleri, sedef, sarkoidoz, dermatomiyozit, ve romatoid artrit gibi bazı 

inflamatuvar hastalıkların tedavisinde yoğun bir şekilde kullanılan, antiinflamatuar 

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

Folik asit antagonisti olan MTX pirin ve pirimidinlerin sentezini inhibe etmek için 

klinikte kullanılır (Tian ve Cronstein, 2007). Aynı zamanda MTX akut lenfoblastik lösemi 

ve malignant gestasyonel trofoblastik hastalıkların primer tedavisinde de kullanılmaktadır 

(Yarris ve ark., 2003).  Fakat sitotoksik ve diğer yan etkileri bir antinflamatuvar olarak 

MTX in kullanımını sınırlandırır. MTX’ in önemli yan etkileri birkaç organda 

tanımlanmıştır (Hempel ve ark., 2003).  

MTX kemoterapotik bir ajandır ve şiddetli mukozite sebep olması muhtemel yan 

etkilerden birisidir (Chabner ve ark., 2007). İntestinal sistemde kemoterapi (KT) ve 

radyoterapi (RT) tarafından oluşturulan hasar mukozit olarak isimlendirilir (Sonis, 2007), 

mukoz membranın ağrılı enflamasyonu ve ülserasyonu şeklinde görülür (Glenny ve ark., 

2004).  Mukozitin derecesi şiddetli inflamasyondan derin ülserasyonlara kadar ilerler 

(Blijlevens ve ark., 2000). Işın tedavisi alan baş-boyun tümörlü hastaların %80’ninde, kök 

hücre nakli olan hastaların %75-100’ünde ve kanserli çocukların %65-90’ında 

gözlenmektedir (Dağdemir, 2009). Kemoterapik ajan olarak MTX kullanımı ile en sık 

görülen gastrointestinal yan etkiler bulantı-kusma, kabızlık, anoreksi, stomatit, özofajit, 

diyare kilo kaybı ve farenjittir (Can, 2003).  

Mukozit gelişiminin ilk adımı oksidatif stres gibi reaktif oksijen türleri (ROS) 

şekillenmesidir. Dahası inflamasyon ve bekteriyel kolonizasyon mukozitin gelişmesinde 

önemli bir rol oynar (Blijlevens ve Sonis, 2007). KT ve RT alan hastalarda ROS’ un 

uzaklaştırılması mukozitin gelişmesini azaltır (Culy ve Spencer, 2001).   

Yapılan bir çalışmada (Kaynar ve ark., 2012) MTX (20mg/kg) terapisi yapılan 

ratlarda diyare oluştuğu gözlenmiş ve royal jelin 50 ve 100 mg/kg dozlarının diyareye 

koruyucu etkisi tespit edilememiştir.  

Bu çalışmada MTX grubunda 2, MTX+RES grubunda 1 ratın ex nedenin 

mukozitten kaynaklanan diyare sonucunda aşırı sıvı kaybı ile şekillenmiş olabileceği gibi 
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nötropeniye bağlı olarak şekillenen bir enfeksiyon neticesinde olabileceğini 

düşünmekteyiz.    

Kemoterapik ajanların kullanımı sonucu en ölümcül olan ve en sık görülen yan 

etkisi kemik iliği baskılanmasıdır. Bunun en önemli sonuçları ise lökopeni, trombositopeni 

ve anemidir. Bunlar arasında nötrofil sayısında azalma (Nötropeni) sonucu görülen 

enfeksiyon en yaygın ölüm nedenlerinden birisidir (Şenol, 2004). 

Antineoplastik ilaçların kemik iliğini baskılaması sonucunda 7-14 gün kadar hızlı 

bir şeklide nötrofillerin sayılarında azalması ile nötropeni görülebilir. Bunun sonucunda 

hastanın efeksiyona yakalanma riski artar. Bu nedenle antineoplastik ajanların 

uygulanmadan önce ve sonra lökosit değerlerinin takip edilmesi oldukça önem 

arzetmektedir (Can, 2003). 

Nötropeni mortalite oranı yüksek ve acil müdahale gerektiren bir durumdur ve 

kemoterapi, radyoterapi, ilaç zehirlenmesi ve hipersensitivitenin en önemli yan etkisidir.  

Kemoterapik ajanlar, vücudun büyük bir kısmına yayıldıkları için sadece kanser 

hücrelerine değil aynı zamanda normal hücrelere de etki ederek zarar verebilirler. 

Kemoterapiden daha fazla etkilenen hücreler, bölünme hızı yüksek olan ve hızlı çoğalan 

hücrelerdir. Bunlar arasında özellikle gastrointestinal sistem, kemik iliği, saç folikül ve 

epitelyum hücreleri yer alır (İliçin ve ark., 1996; Şenol, 2004). 

MTX, tumörlerin gelişimini durdurmak için yüksek dozları yaygın bir şekilde 

inflamasyon lökositlerinin proliferasyonunu inhibe etmek için kullanılır (Widemann ve 

Adamson, 2006) Düşük doz MTX’e bağlı pansitopeni gelişsede bu durum nadir görülen, 

yaşamı tehdit eden bir komplikasyondur, hastaların sadece % 1.4’ünde meydana gelir 

(Ohasone ve ark., 1997). MTX toksisitesi, inflamasyon yanıtın aktivasyonu ve 

proinflamatuvar sitokinlerin üretimindeki önemli artışı ile karakterizedir (Uzar ve ark., 

2006). 

Romatoid artrit tanısı koyulan bir hasta sabah akşam 2 tablet MTX tedavisinden bir 

hafta sonra ağız yaraları, halsizlik ve yutma güçlüğü görülmüş. Ağız mukozasının 

muayenesinde plak şeklinde beyaz renkli ülserler tespit edilmiştir. Laboratuvar 

bulgularında ise lökopeni ve nötropeni belirlenmiştir (Duman ve ark., 2014). Nötropeni 1 
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haftadan kısa süreli olduğunda % 30 oranında enfeksiyon gelişirken, 1 haftadan uzun süren 

nötropenilerin tamamında enfeksiyon gelişmektedir (Çelebi, 2003). 

Yapılan bir çalışmada (Çetin ve ark., 2008), üzüm çekirdeği ekstratı 100mg/kg 

dozunda 15 gün süre ile oral olarak ratlara verilip, çalışmanın 10. Gününde 20mg/kg 

dozunda MTX i.p. yolla uygulanmıştır. Çalışma sonunda lökosit (WBC), lenfosit (LY) 

sayısında MTX ve MTX+RES grubunda kontrol grubuna göre istatistiksel önemde bir 

azalma tespit etmişlerdir (p<0.001). % LY değerindeki azalmanın ise istatistiksel önemde 

olmadığını ifade etmişlerdir. Başka bir çalışmada da (Comba ve ark., 2016) aynı dozda 

üzüm çekirdeği ekstraktının diyabetli ratlarda azalan % LY ve artan % MO ve NE 

değerlerini değiştirmediği bildirilmiştir. 

Emılia-Juan ve ark, (2002) yaptıkları çalışmada ratlarda trans-resveratrolün 20 

mg/kg dozunda 28 gün boyunca kullanıldığında lökosit yüzdeleri ve total lökosit sayısında 

herhangi bir değişiklik olmadığını, dolayısıyla herhangi bir yan etkisinin bulunmadığını 

ifade etmişlerdir.  

Haftada 3 gün 5mg/kg dozunda ve uzun süre MTX alınması ile oluşan pansitopeni 

durumunda granülosit koloni stimule edici ajan (G-CSF) ve folik asit uygulaması, 

dehidratasyon nedeniyle hidrasyon uygulaması sonucunda kısa sürede hematolojik 

parametrelerin düzeleceği bildirilmiştir. Bu nedenle eğer hastalar düzenli bir şekilde 

takiplere gelemeyecekse, MTX kontrollu bir şekilde verilmeli yada farklı bir ajan tedavi 

seçeneği olarak kullanılmalıdır (Yoon ve Ng, 2001; Teke ve Özen, 2014). 

Yapılan bu çalışmada, MTX ve MTX+RES grubunda, kontrol ve RES gruplarına 

göre lenfosit yüzdesinde artış, eozinofil ve bazofil yüzdelerinde azalma tespit edildi fakat 

gruplar arasında istatistiksel önem tespit edilmedi. Nötrofil (p<0.05) ve monosit (p≤0.01) 

yüzdesinde azalmanın ise istatistiksel önemde olduğu belirlendi. MTX’in neden olduğu 

nötropeni ve monositopeni durumlarında resveratrol etkili olmadığı tespit edildi. 

MTX immunsupresif etkisini lenfosit proliferasyonunda azalma, IL-1 aktivitesinde 

azalma, monositlerden IL-1 yapımında azalma, LTB-4 düzeylerinde azalmaya yoluyla 

yapar. Ön planda antiinflamatuvar, ikinci planda ise immunsupresif etki oluşturur. MTX 

tedavisi ile birlikte folik asit verilmesi mukozal ülserasyonları GİS belirtileri ve sitopenik 
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yan etkileri azaltır.  MTX in yan etkileri bulantı hazımsızlık karın ağrısı ishal hepatoksisite 

hipersensivite pnömonisi akciğerlerde fibröz ağrıtışı düşükler ve malformasyonlar 

şekillenebilir (Dilek, 2002). Bununla birlikte resveratrol DNA sentezinde iki anahtar enzim 

olan ribonükleotid redüktaz ve DNA polymeraz aktivitesini (Fontacave ve ark.,1998) ve 

ağız kas hücre kültürlerinde DNA sentezlenmesini inhibe edebilir (Zou ve Houten, 1999). 

Normal şartlar altında, reaktif oksijen türleri (ROS) nin yapımında ve yıkımında bir 

denge vardır. Oksidatif stres koruyucu antioksidan savunma sistemi ile oksijen radikalleri 

arasında bir dengenin değişimi olarak belirlenir (Akkuş, 1995). RT ve KT tedavi sırasında 

ROS un oluşmasına sebep olur. ROS, DNA’ ya, hücre membranına, dokuya hasar verir 

makrofaj uyarır, kritik biyolojik mekanizmaları, molekülleri ve yolları tetikler (Sonis, 

2007).  

Reaktif oksijen türleri, MTX’ in patogenezisinde önemlidir. MTX serbest oksijen 

radikalleri üretir ve lipit peroksidasyonun yükselmesi ile sonuçlanır. Bu serbest radikaller 

mitokondrinin fonksiyon bozukluğuna ve apoptozise sebep olur  (Miyazono ve ark., 2004; 

Barbier ve ark., 2010). MTX uygulaması malondialdehit (MDA) üretimini arttırır ve 

glutayon (GSH) seviyelerini azaltır (Jahovic ve ark., 2003). 

Metotreksat birçok organda oksidatif stresi arttırır ve antioksidatif sistemi baskılar 

(Babiak ve ark., 1998). MTX, folik asidin dihidroksifolat redüktaz enzimi ile reaksiyona 

girmesinin engeller, böylece DNA ve RNA sentezi için gerekli timidilat oluşamaz (Dilek, 

2002).  

MTX, hücre içinde sitozolik nikotinamid adenin fosfatdehidrojenaz (NADPH)’nın 

azalmasına neden olur. Bu etkisini NADPDH ve NADP bağımlı malik enzimi inhibe 

ederek gösterir. NADPDH, glutatyon reduktaz (GSSG-R) enzimi için gerekmektedir. Bu 

enzim sitozolik antioksidan olan indirgenmiş GSH’nin devamlılığını sağlar. MTX tedavisi, 

GSH seviyesinin ve ROS’ lara karşı hücreleri koruyan antioksidan savunma sisteminin 

etkinliğinin azalması ile sonuçlanmaktadır (Cetinkaya ve ark.,2006). Bu durum hepatosit 

hasarına neden olmaktadır (Uraz ve ark., 2008). 
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Yapılan bir çalışmada (Jahovic ve ark., 2003) MTX uygulanan sıçanların kan, 

karaciğer, böbrek ve ince barsak dokularında GSH seviyelerinin azaldığını, 

myeloperoksidaz aktivitesinin ve MDA seviyelerinin ise arttığını bildirmişlerdir.  

Yapılan başka bir çalışmada 8 hafta boyunca 0.25 mg/kg/gün intra musküler MTX 

enjeksiyonu yapılan tavşanların karaciğer SGOT, SGPT, ALP ve bilirubin seviyelerinin ve 

MDA’nın anlamlı derecede arttığı, total serum proteinin ise azaldığı bildirilmiştir (Hadi ve 

ark., 2012). 

MTX’in karaciğer ve böbrek başta olmak üzere birçok doku ve organda 

oluşturduğu hasarda oksidatif stresin rolü bulunmaktadır. Bu nedenle MTX toksisitesini 

azaltabilmek için bazı antioksidan maddeler ile birlikte kullanması gerekmektedir 

(Armağan, 2015) . Bu amaçla yapılan çalışmalarda ratlarda, MTX’ in neden olduğu 

karaciğer dokularında MDA ve miyeloperoksidaz (MPO) düzeylerinde artışı thiamin 

pirofosfat (Demiryilmaz ve ark., 2012) ve montelukast (Köse ve ark., 2012) 

kullanılmasıyla azaltılabileceği ifade edilmiştir. Bununla birlikte kurkimin (Hemeida ve 

Mohafez, 2008) karoten (Vardi ve ark., 2010) pentoksifilin (Asvadi ve ark., 2011) nin 

karaciğer dokusunda; kafeik asit fenetil ester (Oktem ve ark., 2006) N-asetilsistein (NAC) 

(Cetinkaya ve ark., 2007) lipoik asit (Tabassum ve ark., 2010)’ in ise böbrek dokusunda, 

MTX’ in neden olduğu oksidatif hasarın biyokimyasal olarak iyileştirebildiği 

gösterilmiştir.  

Tunalı-Akbay ve ark, (2010) yaptıkları çalışmada, 20 mg/kg dozunda metotreksat 

tek doz olarak i.p. yolla uygulamışlar ve 5 gün boyunca 10mg/kg dozunda resveratrolü oral 

yolla vermişler. Sonuçta kemoterapik bir ajan olan MTX in yan etkilerini azaltmak için 

resveratrolün kullanılabileceğini ifade etmişlerdir.  Mokni ve ark, (2007) yaptıkları 

çalışmada resveratrolün antioksidan enzimler üzerine optimal etkisinin 12.5 mg/kg 

dozunda olduğunu tespit etmiştir. Yapılan başka bir çalışmada (Çetin ve ark., 2008) ise, 

MTX’in MDA seviyesini yükselttiği, SOD ve CAT seviyelerini düşürdüğünü, üzüm 

çekirdeği ekstresi tedavisinin bu değerleri iyileştirdiği bildirilmiştir.  

Son zamanlarda yapılan benzer bir çalışmada (Dalaklioğlu ve ark., 2013) 

metotreksatın neden olduğu karaciğer hasarında, lipid peroksidasyon tiyobarbitürik asit 

reaktif madde (TBARS) ve  hepatik antioksidan enzim olan katalaz (CAT) aktivitesi ve 
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glutatyon-S-transferaz (GST) ürünleri araştırılmıştır. Çalışmada 20mg/kg dozunda 

resveratrol oral yolla 6 gün verilmiş ve son 3 gün boyunca 7mg/kg/gün dozunda 

metotreksat i.p. yolla uygulanmış. Sonuçta, metotreksatın karaciğerde TBARS, CAT, and 

GST seviyelerinin anlamlı derecede artırdığını bildirmişlerdir. Resveratrolün ise tedavi 

grubunda oksidatif stresi inhibe ederek bu parametreleri azalttığını ve karaciğerde 

koruyucu etki gösterdiğini vurgulamışlardır. 

Resveratrolün bu parametreler üzerine etkileri onun yapısındaki polifenolik 

bileşikler ile ilişkilendirilebilir (Kolouchova-Hanzlikova ve ark., 2004). Antioksidan olarak 

hareket etmek için polifenolik bileşiklerin kabiliyeti onların fenolik hidroksil gruplarının 

redoks özelliklerine ve elektron için kimyasal yapılarındaki delokalizasyon potansiyeline 

bağlıdır (Ignatowicz ve Bear-Dubowska, 2001). Bununla birlikte resveratrolün yüksek 

hidrofilik ve lipofilik içeriği Vitamin C ve E gibi diğer antioksidanların 

karşılaştırılmasında önemli bir rol oynar (Kasdallah-Grissa ve ark., 2007). Yapılan bir 

çalışmada (İrak, 2014) 100 mg/kg dozundaki üzüm çekirdeği ektraktınn diyabetli ratlarda 

azalan vitamin C seviyesini arttırtığı bildirilmiştir.  Resveratrolün antioksidan etkisi 3 

mekanizma ile ilişkilendirilebilir; 1, serbest oksijen türlerinin oksidatif zincir 

reaksiyonlarının azalması ile 2, mitokondrideki süperoksit radikallerinin nötralize edilmesi, 

3, fenton reaksiyon ürünleri ile lipid peroksidasyonun korunması (Zini, 1999). 

Kocaman ve Çolakoğlu (2013) ise çalışmalarında ratlara 1. ve 5. günlerde 15 mg/kg 

dozunda i.p. tekrarlayan 2 metotreksat uygulaması sonucunda 8. gün karaciğer hasarını 

histopatolojik olarak incelemişlerdir. Sonuçta, MTX’ in kliniklerde kullanılırken doz ve 

süre ayarlamasının çok iyi yapılmasının gerektiği ifade edilmiştir. Aksi durumda MTX’ in 

karaciğerde yapısal ve fizyolojik anlamda ciddi bozukluklar meydana getirebileceği 

sonucuna varmışlardır. 

Kaynar ve ark, (2012) yaptıkları çalışmada, ratlarda MTX in sebep olduğu 

mukozitis ve oksidatif strese karşı Royal Jel (RJ) in koruyucu etkisin araştırmışlar. Bu 

amaçla her grupta 12 rat olacak şekilde 6 grup oluşturmuşlar. 1. gruba 10 gün per oral 

distile su, 7.gün tek doz MTX (20mg/kg) i.p; 2. gruba 10 gün RJ (50 mg/kg), 7. Gün serum 

fizyolojik (SF); 3. gruba 10 gün RJ (50 mg/kg), 7. Gün MTX; 4. gruba 10 gün RJ 

(100mg/kg), 7. Gün SF; 5. Gruba 10 gün RJ (100mg/kg), 7. Gün MTX; 6. gruba 10 gün 

DS, 7. Gün SF uygulamışlar. Çalışma sonunda MTX uygulaması ile antioksidan 
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parametrelerinde azalma ve MDA seviyelerinde bir artış belirlemişler. RJ verilen gruplarda 

antioksidan (GSH-Px, ve SOD) seviyelerinde bir iyileşme ve MDA seviyesinde dikkat 

çekici bir azalma tespit etmişler. Bu sonuçlar RJ’ın MTX in neden olduğu sistemik 

oksidatif hasarda lipit peroksidasyonuna karşı koruyucu etkiye sahip olabileceğini 

gösterdiğini bildirmişlerdir. 

Bozkurt ve ark, (2014) ile Daggulli ve ark, (2014) yaptıkları benzer çalışmada 

MTX enjeksiyonunda karvakrol (CAR)’ un koruyucu etkisi üzerine çalışmışlar. Her grupta 

8 rat olacak şekilde 3 grup oluşturmuşlar. Gruplar, 1. grup kontrol, 2. grup MTX, 3. grup 

MTX+CAR grubu şekinde planlanmış ve 3. grubtaki ratlara çalışmanın 1. günü CAR (73 

mg/kg) i.p., 2. günü 2. ve 3. gruplara (20 mg/kg) MTX i.p uygulanmıştır. 8.gün kanda ve 

böbrek dokularında MDA, TOS, TAS durumları ve OSI değerleri ölçülmüştür. Kontrol 

grubuna göre, MTX grubunda MDA, TOS and OSI değerleri önemli derecede yüksek, 

TAS düzeyi önemli derecede düşük olarak belirlenmiştir. CAR uygulaması MTX in neden 

olduğu oksidatif hasarı iyileştirmiş ve MDA, TOS and OSI değerlerini düşürdüğü, TAS 

değerini ise yükselttiği tespit edilmiştir. 

Oksidanlar ile antioksidanlar arasındaki dengenin bozulması nedeniyle, oksidan 

hasara duyarlı karbonhidrat, protein, lipit yapısındaki moleküller ve DNA zarar görebilir. 

Organizmanın her hücresinde DNA’nın bir günde 1000 kez oksidatif hasara maruz kaldığı 

bildirilmiştir (Gutteridge, 1994; Halliwell ve Gutteridge, 1999; Berger, 2005; Zadak ve 

ark., 2009; Wildburger ve ark., 2009).  

Serbest oksijen radikallerinin DNA hasarı yaptığı bilinsede resveratrolün bu 

radikaller üzerindeki etkisi net değildir. Resveratrolün potent hidroksil radikal süpürücü 

etkisi ile DNA kırılmalarını azalttığını bildiren çalışmalar olduğu gibi (Burkitt ve Duncan, 

2000), bu etkisinin anlamlı olmadığını bildiren çalışmalar (Murcia ve Martinez-Tome, 

2001) da vardır. 

Abdel-Wahaba ve Abdel-Wahab (2016) resveratrolün 5 ve 10 mg/kg dozlarını 6 

haftalık anksiyete üzerine etkilerini incelemişler. Uyku apnesinin karakteristik durumu 

olan intermitten hipoksinin GSH seviyesinde, GSH-Px aktivitesinde ve 8-OHdG 

seviyesinde artışa neden olduğunu; resveratrolün her iki dozununda bu parametreleri 

antagonize ettiğini ve bu amaçla yakın gelecekte kullanılabileceğini bildirmişlerdir.  
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Alturfan ve ark, (2011) ratlarda akrilamidin sebep olduğu oksidatif stresi azaltmak 

için resveratrolün etkisini farklı dokularda incelemişler. Bu amaçlarda ratlarda dört grup 

oluşturmuşlar. Gruplar kontrol, resveratrol (30 mg/kg), akrilamid (40 mg/kg), ve 

RES+ACR şekinde planlanmış. 10 gün sonra oksidatif DNA hasarının bir göstergesi olan 

8-OHdG seviyesinin ve MDA, MPO aktivitesinin nın ACR grubunda istatistiksel önemde 

arttığını, GSH nin önemli derecede azaldığını tedavi grubunda ise bu durumun önemli 

derecede geri dönüştüğünü bildirmişlerdir.  

Atmaca ve ark, (2014) ratlarda 21 günlük çalışmalarında su ile verilen sodyum 

florid (100 ppm) toksikasyonunda, 12,5 mg/kg resvetratrolün i.p. oksidatif stresi koruyucu 

etkilerini araştırmışlardır. Florid verilen grupta plazma TOS ve 8-OHdG seviyeleri 

artarken, TAS seviyesi azalmıştır. Florid ile birlikte resveratrol verilen grupta ise TOS, 8-

OHdG ve TAS değerleri kontrol grubuna yakın olduğu belirtilmiştir ve resveratrolün florid 

intoksikasyonunda oksidatif stresi önlemede faydalı olabileceği sonucuna varmışlardır. 

Benzer şekilde in vivo (Guo ve ark., 2007; Tatlidede ve ark., 2009) ve in vitro (Yan ve 

ark., 2012) çalışmalarda resveratrolün oksidatif  DNA hasarının korunmasında önemli bir 

rolü olduğu bildirilmiştir.  

Mevcut çalışmada ise, MTX grubundaki, TOS ve OSI seviyelerinde anlamlı bir 

artış (p<0.001), TAS seviyesinde anlamlı bir azalma (p<0.05) tespit edildi. MTX+RES 

grubundaki ratlarda ise bu parametrelerin istatistiksel önemde iyileştiği belirlendi. RES ve 

kontrol gruplarındaki değerler birbirine yakın bulundu.  Bununla birlikte 8-OHdG seviyesi 

en yüksek MTX grubunda bulunsa da diğer gruplar ile karşılaştırıldığında istatistiksel 

önemde değildi. Bunun nedeni, düşük seviyelerdeki oksidatif DNA hasarı minimal risk 

faktörü ile etkili bir şekilde onarılabildiğinden yada, O2 gibi H2O2 de DNA’ da direk hasar 

oluşturmadığından kaynaklanmış olabilir. Nitekim, OH radikallerinin DNA üzerine etkisini 

gösterebilmesi için ya DNA‘da yada onun çok yakınında şekillenmesi gerekmektedir. 

Sonuç olarak, klinikte antiinflamatuvar ve immunsupresif özelliğinden dolayı 

oldukça yoğun bir şekilde kullanılan ve kemoterapik bir ajan olan MTX’ in dozu iyi 

ayarlanmalı ve yan etkileri en az düzeye indirilmelidir. Bu çalışma ile haftada 1, toplamda 

2 kez kullanılan 20 mg/kg dozunda MTX in neden olduğu nötropeni ve monositopeninin 

iyileştirilmesinde 40 mg/kg/gün dozunda 14 gün boyunca RES’ in etkili olmadığı 

sonucuna varıldı. Bununla birlikte, MTX in DNA hasarı oluşturmadığı, fakat oksidatif stres 
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oluşturduğu belirlendi. Bu amaçla MTX’in neden olduğu oksidatif stresi azaltmak için 

antioksidan özelliğinden dolayı resveratrolün kullanılabileceği kanısındayız. 
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ÖZET 

            Vadi M, Resveratrolün Metotreksat Uygulanan Ratlarda Total Oksidan-Antioksidan 

Durumuna ve DNA Hasarına Etkisi, Y.Y.Ü. Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Fizyoloji Anabilim Dalı, 

Yüksek Lisans Tezi, Van, 2017. Bu çalışmada resveratrolün (RES) metotreksat (MTX) uygulanan ratlarda 

lökosit yüzdelerine, total oksidan (TOS)-antioksidan durumuna (TAS) ve DNA hasarına (8-OHdG) etkisi 

araştırıldı. Çalışmada kullanılan ratlar rastgele her biri 10 rattan oluşan 4 gruba ayrıldı. Gruplar, kontrol 

grubu, MTX grubu (20 mg/kg i.p., haftada 1 kez, iki hafta), RES grubu (40 mg/kg/gün oral, 14 gün) 

MTX+RES grubu (20 mg/kg i.p, haftada 1 kez, iki hafta ve 40 mg/kg/gün oral, 14 gün) larak oluşturuldu. 

Deneme sonunda ratların kalplerinden kan örnekleri alındı, lökosit (nötrofil, eozinofil, bazofil, lenfosit, 

monosit)  yüzdelerine klasik yöntemlerle, TOS, TAS, değerlerine kolorimetrik kitlerle, 8-OHdG seviyesine 

ELISA kiti ile bakıldı.  MTX ve MTX+RES gruplarındaki nötrofil (p≤0.05) ve monosit (p≤0.01) yüzdeleri 

kontrol ve RES grubuna göre istatistiksel önemde daha düşük olduğu belirlendi. Ayrıca, MTX grubundaki, 

TOS ve OSI seviyelerinde anlamlı bir artış (p<0.001), TAS seviyesinde anlamlı bir azalma (p<0.05) bulundu. 

MTX+RES grubundaki ratlarda ise bu parametrelerin istatistiksel önemde iyileştiği belirlendi.  Eozinofil, 

bazofil, lenfosit yüzdelerindeki değişimler istatistiksel olarak önemsizdi. Sonuç olarak, MTX in neden 

olduğu nötropeni ve monositopeninin iyileştirilmesinde RES’ in etkili olamayacağını fakat oksidatif stresi 

azaltmada etkili olabileceğini söyleyebiliriz. 

Anahtar Kelimeler: Metotraksat, resveratrol, TOS, TAS, DNA hasarı, rat, nötropeni. 
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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 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 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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