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OZET

Bir Antioksidan Olarak Resveratroliin, Sisplatin ve Doksorubisinin Indiikledigi

Kromozomal ve Biyokimyasal Degisimlere Kars1 Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Bu calismada, Doksorubisin (DXR) ve Sisplatinin (¢cDDP) indiikledigi kromozomal
ve biyokimyasal degisimlere karsi resveratrolin (RES) koruyucu etkisinin olup
olmadiginin tespit edilmesi hedeflenmistir. Bir fitoaleksin olan resveratrol, antioksidan ve
antigenotoksik etkileri sebebiyle son yillarda biiyiik l¢iide dikkat ¢ekmektedir. DXR ve
cDDP’nin sadece tiimdral hiicrelerde degil, normal hiicreler lizerinde de toksik etkileri s6z
konusudur. DXR ve cDDP, kemik iligi hiicrelerinde, DNA iizerinde tek ve ¢ift iplik
kirilmalarma ve yapisal kromozom anomalilerine neden olmaktadir. Ayrica, DXR ve
cDDP; kalp, karaciger ve bobrek dokularinda; malondialdehit (MDA), konjuge dien (CD)
ve nitrik oksit (NO) diizeylerinde anlamli artmaya, glutatyon (GSH) diizeyleri ve
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinde anlamli azalmaya yol agmaktadir.

150-200 gr agirhiginda wistar albino erkek sicanlar, her grupta 6 hayvan olacak
sekilde 9 deney grubuna ayrildi. DXR ve c¢cDDP gruplarinda, siganlara sadece DXR
(90mg/kg/bw, i.p.) ve sadece cDDP (5mg/kg/bw, ip.) tek doz, i.p. olarak verildi.
Resveratrol ve kombinasyon gruplarinda (DXR+RES12,5, DXR+RES25, cDDP+RES12,5,
cDDP+RES25), resveratrol, intraperitonal yolla 12,5 ve 25 mg/kg/bw dozlarinda, 24
saatlik periyot i¢inde 6 saatte bir, i.p. olarak verildi.

DXR+RES25 gruplarindaki toplam kromozom hasar1 ve anormal metafaz
frekanslari, DXR gruplarma gore anlamli olarak diisiik (p<0,05); fakat kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Diger taraftan, ayni parametreler acisindan
bakildiginda, cDDP+RES25 grubunda, cDDP grubuna goére anlamli diizeyde diisiik
(p<0,05), kontrol grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi
(p>0,05). Resveratroliin, sigan kalp, karaciger ve bobrek dokularinda, DXR ve ¢cDDP’nin
indiikledigi, artmis MDA, CD, ve NO diizeylerini, anlaml diizeyde azalttig1 (p<0,05),
azalmis GSH diizeyleri ve SOD aktivitelerini ise anlamli diizeyde yiikselttigi (p<0,05)
goriildii. Sonug olarak, resveratroliin, DXR ve ¢cDDP’nin indiikledigi klastojenik etkilere
kars1 koruyucu fonksiyonu oldugu, kalp, karaciger ve bobrek dokularinda antioksidan
aktiviteyi artirdig1 gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Kromozomal Hasar, DXR, cDDP, RES, MDA,
CD, NO, GSH, SOD
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ABSTRACT

Effects of Resveratrol as an Antioxidant, Against Doxorubicin and Cisplatin Induced

Chromosomal Aberrations and Biochemical Changes in Rats

This study aims to find out whether or not resveratrol has protective effect against
chromosomal aberrations and biochemical changes, induced by Doxorubicin (DXR) or
Cisplatin (cDDP). Recently, resveratrol, a phytoalexin, has attracted considerable attention
due to its antioxidant and antigenotoxic effects. DXR and cDDP has toxic effects not only
on tumoral cells, but also on normal cells. DXR and ¢cDDP, in bone marrow cells, induces
single and double strand breaks on DNA and structural chromosomal aberrations. On the
other hand, in heart, liver and kidney tissue samples, DXR and ¢cDDP cause a significant
increase in malondialdehyde (MDA), congudated diene (CD) and nitric oxide (NO) levels;
a significant decrease glutathione (GSH) level and superoxide dismutase (SOD) activity.

Wistar albino male rats, weight of about 150-200 g, were divided into nine
experimental groups with six animals each. In DXR and DDP groups, only DXR (90
mg/kg/bw, i.p.) and only DDP (5 mg/kg/bw, i.p.) were administered as a single dose to the
rats. In resveratrol and combination groups (DXR+RES12,5, DXRRES2S5,
cDDP+RES12,5, ¢cDDP+RES25), resveratrol with doses 12,5 and 25 mg/kg bw was
applied for every six hours in a 24-hour period by intraperitonally.

The mean total chromosome aberration and abnormal metaphase frequency were
significantly lower (p<0,05) in the DXR+RES25 group compared to the DXR group; but,
significantly higher (p<0,05) in this combination group compared to the control group. On
the other hand, the mean total chromosome aberration and abnormal metaphase frequency
were significantly lower (p<0,05) in the cDDP+RES25 group compared to the cDDP
group; but, statistically similar (p>0,05) both ¢cDDP+RES25 group and control group.
Resveratrol, in the heart, liver and kidney tissues of rats, significantly (p<0,05) reduced the
increase in MDA, CD and NO levels, and increased (p<0,05) the fallen in GSH levels and
SOD activity induced by DXR and cDDP. As a result, it was observed that resveratrol had
a preventive function against to clastogenic effects induced by DXR and c¢cDDP and
increased the antioxidant activity in the heart, liver and kidney tissues of rats.

Key words: Antioxidant, Chromosomal Aberrations, DXR, cDDP, RES, MDA,
CD, NO, GSH, SOD
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1. GIRIS ve TEZIN AMACI

Resveratrol, bitkiler tarafindan {retilen dogal polifenolik bir bilesiktir.
Resveratrol’lin iiziim, fistik, ¢oban {iziimii gibi bitkilerde bol miktarda bulundugu tespit
edilmistir. Resveratroliin anti-kanser, anti-inflamasyon, anti-aging ve anti-oksidan gibi
bir¢ok biyolojik fonksiyonlar1 bulunmaktadir.

Sisplatin ve doksorubisin, antitlimoral etkisi olan iki temel ila¢ olmakla birlikte
insanlar {izerinde ikincil malignitelere yol agtiklari i¢cin mutajen karakterlidirler. Bu
ilaclarin hem DNA diizeyinde mutajenik etkileri, hem de birgok organ ve doku {izerinde
ciddi toksik etkileri s6z konusudur. Antitiimoral aktiviteye sahip bu ilaglarin ciddi yan
etkilerinin olmasi, kullanimlarmi smirlamaktadir. Kemoterapétik ilaglarin yan etkilerini
ortadan kaldiracak bir¢ok proflaktik 6nlemler alinmasina ragmen, bunlarin yeterli olmadig:
goriilmektedir.

Bu arastirmada, sicanlara, sisplatin veya doksorubisin verilerek genotoksik ve
sitotoksik hasarlar olusturuldu. Sisplatin veya doksorubisin uygulamasi ile olusabilecek
kromozom anomalilerini ve hiicresel antioksidan aktivite degisikliklerini resveratroliin
nasil etkileyecegini gdzlemlemek amaciyla, kombinasyon gruplarindaki sicanlara, sisplatin
veya doksorubisin ile birlikte resveratrol uygulandi. Biyokimyasal parametrelerde; doku
malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) ve konjuge dien diizeyleri tayin edildi.
Antioksidan durumu belirlemek i¢in doku glutatyon (GSH) ve superoksit dismutaz (SOD)
diizeyleri belirlendi.

Doksorubisin ve sisplatin tarafindan olusturulan hiicresel hasarlarin Oniine
gecilebilmesinde antioksidanlar 6nemli rol oynamaktadir. Sisplatin veya doksorubisin ile
indiiklenen klastojenesiti lizerine vitamin E, vitamin C, vitamin B6, vitamin A, L-carnitin,
triptofan, selenyum ve melatonin gibi maddelerin koruyucu etkinligi konusunda bir¢ok
calisma vardir. Bu ¢alisma, bir antioksidan olan resveratroliin, sisplatin veya doksorubisin
ile indiiklenen klastojenisite iizerine koruyucu etkisinin aragtiritlmasi ve kemoterapotik
ilaclarla birlikte adjuvant bir terapinin gereklili§inin tartisabilmesi acisindan 6nem arz

etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemoterapi ve Antineoplastik Ajanlar

Kemoterapinin amaci, sitotoksik ila¢ kullanimi ile kanseri tedavi etmek, kanseri
kontrol etmek veya kanserin semptomlarini azaltmaktir. Kemoterapétik ilaglar, radyoterapi
ile birlikte veya ameliyattan 6nce tiimorlii dokuyu kiiciiltmek (neoadjuvan kemoterapi)
amaciyla kullanilabildigi gibi ameliyattan sonra ikincil tiimor olusumlarmi engellemek
(adjuvan kemoterapi) amactyla da kullanilabilmektedir.

Kemoterapdtik ilaglarin  kullaniminda farkli metodlar uygulansada genellikle
dolasim sistemi yolu ile ilacin hedefe gitmesi saglanmaktadir. Bu ilaglar, intravenoz
enjeksiyon ile dolasim sistemine dogrudan verilebilecekleri gibi oral yol kullanilarak da
sisteme girmeleri saglanabilmektedir. Bazi1 0zel durumlarda, kemoterapdtik ilaglar
dogrudan kas dokuya, gogiis bosluguna veya beyin omirilik sivisi igerisine enjekte
edilebilmektedir.

Kemoterapdtik ilaglar kanserli hiicrelere zarar vermekle birlikte normal hiicreler
iizerinde de toksik etkilere sahiptirler. Istenmeyen bu yan etkiler ilactan ilaca degisiklik
gostermektedir. Hatta, ayni ilag, farkli hastalar {izerinde farkli yan etkilere neden
olabilmektedir. Kemoterapotik ilaglarin neden oldugu baslica yan etkiler su sekilde
siralanabilir:

* Yorgunluk; en yaygin yan etkidir ve giindelik hayat1 olumsuz bir sekilde etkiler.

* Bulant1 ve kusma; viicudun sivi dengesini bozarak dehidrasyona neden olurlar.

* Dolasim ve bagisiklik sistemleri tizerindeki etkileri; kemik iligi hiicrelerini
baskilayarak kirmizi kan hiicreleri (alyuvar), beyaz kan hiicreleri (akyuvar) ve
kan pulcuklarinin (platelet) olusumlarini etkilerler. Kirmizi kan hiicrelerinin
azalmasi anemiye, beyaz kan hiicrelerinin azalmasi immiin yetersizlige, kan
pulcuklarinin azalmasi ise asir1 kanamaya yol agmaktadir.

* Alopesia; sag, viicut tiiyleri ve kirpiklerde dokiilmelere neden olurlar.

o Uretkenlik (fertility) iizerindeki etkileri; bazi sitotoksik ilaglar erkek ve
kadinlarda tretkenligi kalici veya gegici olarak etkilemektedir (Pazdur et al.

2007).



2.2. Kemoterapétik Ilaclarin Genotoksik ve Sitotoksik Etki Mekanizmalari

Kemoterapide kullanilan antineoplastik ajanlarin etki mekanizmalar1 birbirlerine
benzememekle birlikte, hepsi direk veya indirek yollarla kanserli hiicreleri 6ldiirecek veya
cogalmalarint durduracak sekilde calisirlar. Bazi ilaglar, direk DNA {izerinde etkisini
gosterirken, bazilari da kanserli hiicrelerin beslenme kaynaklarini inhibe etmektedirler.

Kemopterapotik ilaglar, hiicre dongiisiine olan etkilerine gore veya hiicreler
tizerindeki etki mekanizmalarina gore siniflandirilabilirler.

1. Hiicre dongiisii lizerindeki etkilerine gore;

a) Siklus spesifik veya faz spesifik olanlar: Bu tip ilaglar, siklusun herhangi bir
fazina veya spesifik olarak belli bir faza kars: etkili olan ilaglardir. Ornegin mekloretamin
siklusun herhangi bir fazinda etkili olurken, vinblastin M fazindaki hiicreler iizerinde
etkilidir.

b) Siklus spesifik olmayanlar: Bu tip ilaclar, hiicre dongiisii iizerinde etkili olmay1p,
dinlenme durumundaki hiicrelerde etkilidirler. Ornegin mitomycin C, siklus spesifik bir
ilag degildir (Chamber et al., 2001).

2. Hiicreler tizerindeki etki mekanizmalarina gore;

a) Alkilleyiciler: Bazi ilaglarin, DNA {izerinde alkilleyici fonksiyonunun olmasi,
DNA iplik kiriklarina, DNA sentezinin inhibisyonuna ve hiicrelerin apoptoza
stiriiklenmesine neden olmaktadir. Faz spesifik olmayan alkilleyici ajanlara 6rnek olarak,
siklofosfamid, thiotepa ve sisplatin verilebilir (Chamber et al., 2001; Li et al., 2008).

b) Antimetabolitler: Bu gruptaki ilaclar hiicrenin ihtiya¢ duydugu metabolitleri
taklit ederek etkilerini gosterirler. Antimetabolitler, faz spesifik olup 6zellikle S fazinda
etkili olmaktadirlar. Piirin, pirimidin ve folat antagonistleri bu gruba girmektedir (Chamber
etal., 2001; Li et al., 2008).

c) Bitki alkaloidleri: Bu ilaglar, hiicreleri, faz spesifik olarak etkilerler. Vinblastin
bir bitki alkoloididir ve hiicreleri M fazinda durdurmaktadir (Chamber et al., 2001; Li et
al., 2008).

d) Antitiimoral antibiyotikler: Bu ilaglar faz spesifik degildir ve direk DNA’ya
baglanarak transkripsiyonu ve replikasyonu engellerler. Doksorubisin, bleomisin ve
daunorubisin gibi ilaglar antitiimoral antibiyotiklerdendir (Chamber et al., 2001; Li et al.,

2008).



Kemoterapdtik ilaclarin tiimorlii dokular iizerinde gosterdikleri hasar verici etkileri
normal hiicre ve dokularda da gostermeleri ciddi problemlere neden olmaktadir. Bu etkiler;

kromozomlarda anomalilere sebep olmak ve serbest radikal olusumlarini indiiklemektir.

2.3. Kromozom Anomalileri

Kemoterapdtik ilaglarin genotoksik etkileri nedeniyle, DNA’da mutasyonlar ve
kromozomlarda yapisal anomaliler ortaya ¢ikmaktadir. Kromozomlarda goriilen belli bash
yapisal anomaliler sunlardir; translokasyon, delesyon, duplikasyon, inversiyon, yiiziik

kromozom, izokromozom.

2.3.1. Translokasyon (Translocation): Kopan bir kromozom segmentinin,
homolog olmayan baska bir kromozoma yerlesmesi durumudur. Resiprokal, robertsonian
ve transpozisyon olmak iizere {i¢ tip translokasyon vardir. Hi¢bir genetik materyal kayb1
olmaksizin, homolog olmayan iki kromozom arasindaki karsilikli par¢a degisimine
resiprokal translokasyon denilmektedir. Homolog olmayan, akrosentrik iki kromozomun
kisa kollarmin kopmasi ve uzun kollarinin birlesmesi, robertsonian translokasyon adini
almaktadir. Transpozisyon ise homolog olmayan iki kromozomdan birinde meydana gelen
iki kirilma sonucu, kopan parganin, diger kromozomdaki tek kirilmanin oldugu bolgeye

girmesi ile olusan translokasyondur (Czepulkowski, 2001; Gupta, 2007).

2.3.2. Delesyon (Deletion): Kromozom {izerindeki bir parcanin kopmasi veya
eksilmesi durumunda ortaya ¢ikan bir anomalidir. Delesyon, terminal ve intertisyel olmak
tizere iki tiptir. Terminal delesyonda kromozom ucuna yakin bolgelerde tek bir kirik
sonucu parca kopmasi soz konusudur ve kopan parca sentromer igermediginden ilk
boliinmede hiicreden atilmaktadir. Intertisyel delesyon ise kromozom iizerinde meydana
gelen iki kirilma arasindaki bolgenin koparak ayrilmasidir. Delesyon sonucu genetik

materyal kayb1 goriilmektedir (Czepulkowski, 2001; Gupta, 2007).

2.3.3. Duplikasyon (Duplication): Kromozomun bir parcasinin, iki veya fazla
sayida tekrarlarla goriilmesidir. Duplike olan parcalar serbest olabilecegi gibi esinin
bulundugu kromozom igerisinde de bulunabilir. Duplikasyonlar, delesyonlar kadar zararl
olmasa da gen dengesini bozdugu i¢in cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden

olabilmektedirler (Czepulkowski, 2001; Gupta, 2007).



2.3.4. inversiyon (Invertion): Bir kromozom iizerindeki iki noktada goriilen kirik
sonucu arada olusan segmentin, 180°lik ac1 ile ters dénerek tekrar ayni bolgeye
yerlesmesidir. inversiyon, perisentrik ve parasentrik olmak iizere iki tiptir. Sentromeri
icine alan perisentrik inversiyon, kromozom kollarinin uzunlugunun ve gen sirasinin
degismesine neden olmaktadir. Parasentrik inversiyon ise sentromerin dahil olmadig bir
inversiyondur ve gen sirasinin degismesine neden olmaktadir (Czepulkowski, 2001; Gupta,

2007).

2.3.5. Yiiziik kromozom (Ring Chromosome): Bir kromozomun iki kolunun
uclarinda kopma meydana gelmesi durumunda, bu kollarin birleserek yuvarlak bir sekil

almas1 sonucu goriilen bir anormalliktir (Czepulkowski, 2001; Gupta, 2007).

2.3.6. izokromozom (Isochromosome): Mitoz boliinmenin anafaz safhasinda,
kromatidler birbirinden sentromerin boyuna bdliinmesi ile ayrilmaktadir. Bununla birlikte,
sentromerin enine bdliinmesiyle, kisa kollarin bir kromozomda, uzun kollarin ise diger

kromozomda kalmasiyla izokromozom denilen anormallik ortaya ¢ikmaktadir

(Czepulkowski, 2001; Gupta, 2007).

2.3.7. Kromozom Kiriklar1 (Break): Kromozomlarda goriilen kiriklar, kromozom

tipi kiriklar ve kromatid tipi kiriklar olmak iizere iki grupta incelenmektedir.

2.3.7.1. Kromozom tipi kiriklar: Bir kromozomun, her iki kromatidinin aym
bolgesinde goriilen kiriklardir ve izokromatid tip kirik olarak da adlandirilir. Kirilma
sonucu, kromozom boyunda kisalma ile birlikte asentrik fragment olusmaktadir. Bu tip
kiriklar, genellikle, hiicre siklusunun G1 fazinda goriilmektedir. Kromozomlarda goriilen
lezyonlar, iki veya ikiden fazla oldugunda kromozomlar arasinda veya kromozom
icerisinde bir takim diizensizlikler ortaya ¢ikmaktadir (Savage, 1975).

Kromozomlar arasinda goriilen degismeler (interchange): Homolog veya
homolog olmayan kromozomlar arasinda goriilen degismelerdir. Karsilikli etkilesim iki
kromozom arasinda oldugunda disentrik veya translokasyonlara neden olabilmektedir.
Etkilesim, ikiden fazla kromozom arasinda oldugunda polisentrik (trisentrik, tetrasentrik)
veya kompleks translokasyon hasarlanmalar1 ortaya ¢ikabilmektedir (Savage, 1975).

Kromozom icerisinde goriilen degismeler (intrachange): Tek bir kromozom

icerisinde goriilen degismelerdir. Degisme, iki kol arasinda (inter-arm intrachanges) veya
5



tek bir kol icerisinde (intra-arm intrachanges) olabilir. Karsilikli kollar arasindaki
etkilesimlerde, sentrik ring, perisentrik inversiyon, terminal delesyon gibi hasarlanmalar
ortaya ¢ikmaktadir. Tek bir kol icerindeki etkilesimler ise intertisyel delesyon, parasentrik

inversiyon, terminal delesyon gibi anormalliklere neden olmaktadir (Savage, 1975).

2.3.7.2. Kromatid tipi kiriklar: Bir kromozomun sadece bir kromatidinde
meydana gelen kiriklardir. Kirilma sonucu kromatid boyunda kisalma ile birlikte asentrik
fragment olugmaktadir. Kromatid tipi kiriklar hiicre siklusunun S fazi ile S/G2 gegislerinde
olusmaktadir. Kromatidlerde goriilen lezyonlar iki veya ikiden fazla oldugunda kromatidler
arasinda veya kromatid igerisinde bir takim diizensizlikler ortaya c¢ikmaktadir (Savage,
1975).

Kromatidler arasinda goriilen degismeler (interchanges): Homolog veya
homolog olmayan farkli kromozomlarin kromatidlerinde bulunan iki veya ikiden fazla
lezyon arasinda goriilen yeniden diizenlemelerdir. Kromatidler arasinda olusan lezyonlar
arasindaki etkilesim disentrik, ring, para ve perisentrik inversiyon, intertisyel ve terminal
delesyon, resiprokal translokasyona neden olabilmektedir (Savage, 1975).

Kromatid icerisinde goriilen degismeler (intrachanges): Degisme, iki kardes
kromatid arasinda (inter-chromotid inter-arm intrachanges) veya tek bir kromatid
icerisinde (intra-chromatid intrachanges) olabilir. Kromatidler i¢inde olusan lezyonlar
arasindaki etkilesim disentrik, ring, para ve perisentrik inversiyon, intertisyel ve terminal
delesyon, resiprokal translokasyona neden olmaktadir (Savage, 1975).

Triradial figiirler: Iki kromozomun kromatidleri arasinda gériilen bir cesit
kromatid diizensizligidir. Bir kromozomdaki izokromatid kirik ve baska bir kromozomdaki
tek bir kromatid kiriginin karsilikli etkilesimi sonucu olusan {i¢ kollu konfigiirasyonlardir
(Savage, 1975).

Quadriradal figiirler: Farkli kromozomlarin kromatidleri arasinda goriilen

diizensizlikler olup dort kollu olusumlara neden olurlar (Savage, 1975).

2.4. Serbest Radikaller

Serbest radikal, dis orbitallerinde eslesmemis elektron bulunduran atom veya
molekiillerdir. Serbest radikaller, oldukg¢a reaktiftirler ve yar1 Omiirleri ¢ok kisadir. Bu

molekiiller, kararli hale gegmek icin elektron verip ylikseltgenir veya elektron alarak



indirgenebilirler. Radikaller, radikallerle veya radikal olmayan ajanlar ile kolaylikla

reaksiyona girebilirler (Valko et al., 2006).

2.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Serbest radikallerin 6nemli bir boliimiinii  oksijenden olusan radikaller
olusturmaktadir ve bunlarin hepsine birden reaktif oksijen tiirleri (ROT) denilmektedir.
Reaktif oksijen tiirleri, radikaller ve radikal olmayanlar seklinde iki sinifa ayrilmaktadir.
Radikal olanlar; siiperoksit anyonu (O,"), hidroksil radikali (OH), peroksil radikali (ROO")
ve semikuinon radikali (HQ") olarak adlandirilan molekiillerdir. Radikal olmayanlar ise

hidrojen peroksit (H,0,), lipit hidroperoksit (LOOH) ve singlet oksijendir ('O5).

2.4.1.1. Siiperoksit radikali (O;")

Stiperoksit radikali, dis orbitalinde paylasilmamis iki elektron igceren molekiiler

oksijenin disaridan bir elektron alarak indirgenmesi ile olugmaktadir.

0, + e — Oy (siiperoksit radikali)

Stiperoksit radikali, ¢cok kolay olusan, uzun yar1 émrii olan ve lipofilik 6zellik
gosteren bir radikaldir. Siiperoksitin, hem oksitleme hem de rediikleme kabiliyeti vardir.
Omegin, stiperoksit, siilfiir, askorbik asit ve NADPH gibi molekiilleri oksitlerken, sitokrom
C ve metalleri indirgeyebilir. Normalde, fizyolojik pH’da konsantrasyonu diisiik oldugu
icin reaktivitesi diigliktlir. Siiperoksit radikalinin kendisinin gii¢lii bir hasar yapic1 etkisi
olmasa bile oldukca giiclii radikallerin ortaya ¢ikmasina kaynaklik ettiginden 6nemlidir.
Ornegin, siiperoksit radikalinin nitrik oksit ile reaksiyonu sonucunda lipit peroksidasyonu
ve DNA hasarina neden olan oldukca reaktif peroksinitritler olusabilmektedir (Kumar,

2011; Valko et al., 2006).

2.4.1.2. Hidrojen peroksit (H,O>)

Stiperoksit radikali veya molekiiler oksijenin elektron alarak olusturduklar1 peroksit

molekiiliiniin iki hidrojen atomu ile birlesmesi sonucu olugmaktadir.

Oy +e +2H — H,0,



0, +2e +2H — H,0,

Biyolojik sistemlerde, hidrojen peroksit, siliperoksitin dismutasyonu ile
olusmaktadir. Stiperoksit dismutaz enziminin katalizledigi bu reaksiyon sonucunda
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijen aciga g¢ikmaktadir. Hidrojen peroksit, spesifik
olarak reaktif olmamasma ragmen, siiperoksit radikali veya demirle reaksiyona girerek
oldukca reaktif olan hidroksil radikalinin olusmasina kaynaklik yapabilmektedir. Hidrojen
peroksit tek zincir kiriklariyla sonuglanan DNA hasarlarina ve DNA protein g¢apraz
baglarinin kurulmasina neden olmaktadir (Cheeseman and Slater, 1993; Kumar, 2011;

Valko et al., 2006).

2.4.1.3. Hidroksil radikali COH)

Serbest radikaller i¢inde en reaktif olanidir. Hidrojen peroksitin, stiperoksit radikali
ile (Haber-Weiss reaksiyonu) veya Fe™ ile (Fenton reaksiyonu) reaksiyonu sonucu
hidroksil radikali ortaya g¢ikmaktadir. Yarilanma omrii ¢ok kisa olan hidroksil radikali
DNA’da hasarlara neden olacak kadar mutajenik, dokuda mevcut her bir molekiile zarar
verebilecek kadar sitotoksiktir. Hidroksil radikali, hiicre zarinin lipit tabakasindaki ¢oklu
doymamuis yag asitlerinden hidrojen atomlarini kopararak lipit peroksidasyonunu baslatma
potansiyeline sahiptir (Cheeseman and Slater, 1993; Kumar, 2011; Sen et al., 2010; Valko
et al., 2006).

Hiicrelerdeki demir regiilasyonu, ¢ok siki bir sekilde denetlenmektedir. Normalde,
ferritin gibi demir tutucu molekiiller sayesinde hiicreler arasi sivida serbest demir
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, siiperoksit radikal artis1 nedeniyle olusan hiicresel
stres serbest demir salinimina yol agmaktadir. Ortamdaki serbest demir (Fell), Fenton
reaksiyonunu tetikleyerek, hidroksil radikallerinin olugmasina neden olmaktadir (Leonard
et al., 2004). Siiperoksit radikali, hem Haber-Weiss reaksiyonunu katalizlemekte, hem de
Fenton reaksiyonunda kullanilan serbest demir (III)’in indirgenme reaksiyonuna
katilmaktadir. Olusan hidroksil radikalleri, DNA bazlar ile etkileserek hasarlara ve DNA

iplik kiriklarina neden olmaktadir.

H,0, + Fe? —— Fe” +OH- + HO- (Fenton reaksiyonu)
H,O,+ Oy — O, + OH- + HO (Haber-Weiss reaksiyonu)

Fe” + Oy — Fe+ O,
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2.4.1.4. Peroksil radikali (ROO")

Oksijen radikal tiirevi olan peroksil radikali, yiiksek enerjili radikaldir (Burcham,
1998). Yarilanma 6mrii 7 saniyedir. Peroksil radikalleri DNA’da kirilma ve hasarlara

neden olmaktadir.

RH + HO- — R+ H,0 (Alkil radikali)
R+ O, — ROO" (Peroksil radikali)
2.4.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)

Serbest azot radikallerinin hepsine birden reaktif nitrojen tiirleri (RNT)
denilmektedir. Serbest azot radikallerinden nitrik oksit (NO-), radikal nitrojen tiirii olarak
kabul edilirken; azot dioksit (NO,) ve peroksinitritler (ONOQO-) reaktif olmayan nitrojen

tiirleri sinifina girmektedir.

Nitrik oksit (NO)

Reaktif nitrojen tiirii olan NO, bir¢ok biyolojik olayda rol oynamaktadir. NO, kisa
yart omiirld, diisiik molekiil agirlikli ve lipofilik bir molekiildiir (Saran et al., 1990). NO,
L-arjininden nitrik oksit sentaz enziminin (NOS) aktivitesi ile iiretilmektedir. NOS, yapisal
(cNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir. Yapisal NOS un
endotelyal hiicrelerden sentezlenen formu eNOS, ndronal hiicrelerden sentezlenen formu
ise nNOS olarak adlandirilmaktadir. Hiicre i¢i Ca' konsantrasyonun artmasi yapisal
NOS’u aktif hale getirerek NO iiretimine neden olmaktadir. Anti-inflammatory fonksiyonu
olan eNOS kaynakli NO’nun, siiperoksit radikali ile etkilesiminin, vaskiiler tonusun
diizenlemesinde etkili oldugu ve bu ylizden iyi bir vazodilator oldugu rapor edilmistir
(Lowenstein and Snyder, 1994; Grozdanovig et al., 1994). nNOS kaynakli NO ise merkezi
sinir sisteminde néromodulatdr olarak gérev yapmaktadir. Indiiklenebilir NOS (iNOS) ise
makrofaj, hepotosit, 10kosit ve damar diiz kaslar1 tarafindan sentezlenmektedir. iNOS
tarafindan iiretilen NO’nun antimikrobiyal ve antitlimoral etkileri bulunmaktadir (Durak et

al., 2001; Jessup, 1996; Mohanakumar et al., 2002).

(NOS)
L-Arjinin + O, — Sitrullin + NO



Biyolojik sistemlerde, NO biyoyararliligmin diismesi g¢esitli hasarlara neden
olmaktadir. Bununla birlikte NO konsantrasyonunun artmasi sonucunda da hiicre ve doku
harabiyetleri olusabilmektedir. Ornegin NO, yiiksek konsantrasyonlardaki reaktif oksijen
tirleri ile birleserek oldukca reaktif peroksinitritlerin olusmasina ve dolayisiyla lipit
peroksidasyonuna neden olmaktadir (Frombaum et al., 2012). Ayrica NO’nun DNA
sentezini inhibe etmek, DNA kirilmalarina neden olmak, serbest demir saliimini
indiiklemek ve proteinlerin siilfidril gruplar1 ile reaksiyona girerek enzim aktivitelerini

degistirmek gibi etkileri de bulunmaktadir (Kwon et al., 1991; Lancester and Hibbs, 1990).

NO- + Oy — ONOO- (Peroksinitrit anyonu)
2.4.3. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen (ROT) ve reaktif nitrojen (RNT) tiirleri organizmadaki birtakim
metabolik reaksiyonlar sonucu (endojen) veya c¢evresel faktorlerce (ekzojen)
olusabilmektedir. Solunum zinciri reaksiyonlari, notrofil ve makrofaj stimiilasyonu,
sitokrom P450 ve ksantin oksidaz enzimlerinin aktiviteleri gibi mekanizmalar1 kapsayan
etmenler endojen kaynakli etmenlerdir. Ayrica demir ve diger gecis metallerinin dahil
oldugu reaksiyonlar sonucu da serbest radikaller olusmaktadir. Ekzojen kaynakli etmenlere
ise endiistriyel kimyasallar, ilaclar, radyasyon, bagimlilik yapan maddeler, stres, hava
kirliligi, sigara gibi indiikleyiciler girmektedir (Cavdar et al., 1997; Halliwell and
Gutteridge, 1986; Kumar, 2011; Sen et al., 2010). Birtakim hiicresel cevaplarin
olusmasinda diisiik konsantrasyonlardaki serbest radikallerin onemli bir yeri vardir.
Bununla birlikte, ROT ve RNT olusumlarinin asir1 artisi, oksidan/antioksidan dengenin
bozulmasina yol agmaktadir. Eger, artan ROT ve RNT olusumlari, antioksidant savunma
sistemleri tarafindan hizli bir sekilde uzaklastirilmazsa oksidatif stres meydana gelmektedir
(Lobo et al., 2010). Oksidatif stres DNA, protein, lipit ve karbonhidratlar iizerinde
hasarlara yol acarak tiimor olusumlarina ve kansere neden olabilmektedir (Cheseman and

Slater, 1993).

2.4.4. Hiicre ve Doku Hasarlarinda Serbest Radikallerin Rolii

Serbest radikaller, hiicre membran yapisinda peroksidasyona, proteinlerde
oksidasyona, enzim aktivitelerinde degismelere ve DNA’da mutasyonlara neden

olmaktadirlar. Kalp hastaliklari, ndrodejeneratif hastaliklar, akciger hastaliklari, sindirim
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sistemi rahatsizliklari, iskemi ve kanser gibi bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasinda serbest

radikallerin pay1 biiytiktiir (Kumar, 2011; Sen et al., 2010).

2.44.1. Serbest radikallerin hiicre membranmma etkileri ve lipit

peroksidasyonu; Malondialdehit (MDA) ve Dien konjugat (CD)

Hiicre zarlarinin fosfolipit tabakasinda bulunan c¢oklu doymamis yag asitleri,
serbest radikallerin zararli etkilerine maruz kalan hedeflerin basinda gelmektedir. Lipit
perokidasyonu, hidroksil radikalinin etkisiyle baslatilan ve zincirleme olarak devam eden
bir reaksiyondur. Yag asitlerinden bir hidrojenin koparilmasi ile lipit radikalleri olusmakta,
bunlar da dien konjugatlarina (CD) donlismektedir. Olusan CD’lerin oksijen ile reaksiyonu
sonucu lipit peroksil radikalleri meydana gelmektedir. Lipit peroksil radikallerinin diger
doymamis yag asitlerinden hidrojen atomlarin1 ¢ikarmalar1 ile reaksiyon tekrar
baslatilmakta ve zincirleme reaksiyonlar bu sekilde devam etmektedir. Lipit peroksil
radikallerinin kendileri ise ortaya c¢ikan hidrojen atomlar1 ile birleserek lipit
hidroksiperoksitlerine doniismektedir. Lipit peroksidasyonu siirecinde olusan son iiriin
MDA dir (Sterbauer et al., 1991; Nyska and Kohen, 2002). Lipit peroksidasyonu zar yapisi
ve akiskanligini bozarak iyon transportuna ve enzim fonksiyonlarina zarar vermektedir

(Lobo et al., 2010).

2.4.4.2. Serbest radikallerinin proteinlere etkileri

Oksidatif stres, proteinlerin spesifik aminoasitlerinde modifikasyona, peptid
zincirlerinde kirilmalara ve protein-lipit peroksidasyon iirlinleri ¢apraz baglanmalarina
neden olabilmektedir (Kumar, 2011; Lobo et al., 2010). Serbest radikaller katalaz,
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan sisteme ait enzimlerin aktivitelerini azaltabilmekte,
DNA sentezi i¢in gerekli olan riboniikleotidlere zarar verebilmektedir (Sen et al., 2010).
Proteinlerin oksidatif hasar1 ile reseptdrlerin aktivitesine, membran transportuna ve signal
transdiiksiyon mekanizmasina zarar verilebilmektedir (Lobo et al., 2010). ROT’larin neden
oldugu proteinlerin oksidasyonu ile olusan protein hidroperoksitlerin reaktivitesi oldukca
yiiksektir. Oksitlenen proteinler hiicreden uzaklastirilmazsa bir¢ok hastalia zemin

hazirlayabilirler.
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2.4.4.3. Serbest radikallerinin niikleik asit ve DNA’ya etkileri

Serbest oksijen radikalleri, DNA {izerinde; piirin ve pirimidin hasarlarina,
deoksiriboz iskeletinde modifikasyonlara ve DNA tek ve c¢ift iplik kiriklarina neden
olurlar. Ayrica, DNA-DNA ve DNA-protein etkilesimlerinde, ¢apraz baglarinin
kurulmasina yol acgabilirler (Kumar, 2011; Lobo et al, 2010). DNA {izerinde
mutasyonlarin olusmasi kanserle sonuglanabilmektedir. Serbest radikal hasarinda, DNA’da
glikol, dTG ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (0xo8Gd) miktarlarinin arttig1 rapor edilmistir
(Hattori et al., 1997). Oxo08Gd, hidroksil radikalinin guanin bazinda yol actig1 bir
modifikasyondur ve oksidatif stresin ve karsinogenesizin 6nemli biyolojik belirteclerinden
biridir (Shigenaga et al., 1989). Diger taraftan, pS3 (tlimor supressor) geninde goriilen
mutasyonlardan biri olan G-T transversiyonuna serbest radikaller neden olmaktadir ve bu
gendeki mutasyonlar tiimor olusumuna ve kansere yol agmaktadir. Serbest nitrojen tiirleri
de DNA da hasarlara neden olmaktadir. Ornegin, peroksinitritler, guanin bazinda 8-
nitroguanin modifikasyonuna neden olmaktadir (Brown and Borutaite, 2001). MDA’ nin
DNA iizerinde oOzellikle adenin, guanin ve sitozin bazlar1 ile etkilesmesiyle DNA

adduktlar1 olusabilmektedir (Marnett, 1999).

2.5. Doksorubisin (DXR): Etki Mekanizmalar: ve Toksisitesi

Anti-neoplastik ilaclar grubunda olan doksorubisin (adriamycin;DXR), bir¢ok
kanser tipini tedavi etmek icin yillardir kullanilan en etkili sitotoksik antibiyotiktir. (Quiles
et al.,, 2006). Streptomyces peucetus mantarindan elde edilen polisiklik, aromatik ve
kirmizi pigmentli antibiyotiktir (Lown, 1993). Ozellikle gogiis, gastrik, hepatik,
jinekolojik, akciger, pankreas, tiroid, testis, yumusak doku, 16semi, lenfoma kanserleri,
Wilms timori ve kemik tiimdrlerinin tedavilerinde kemoterapatik ilag olarak
kullanilmaktadir (BCCA, 2006; Hortobagyi, 1997).

Doksorubisin, tetrasiklik antrokinon ¢ekirdeginin daunozamin denilen seker
molekiiliine baglanmasi ile olusur. Tetrasiklin yapisi suda ¢oziinmezken, seker yapist suda
¢coziinlir. Yapidaki seker ve tetrasiklin halkasinin varligir ilaca antitiimoral aktivite
kazandirmaktadir. ilacin molekiiler formiilii C27H,0NO;; *HCI1 ve molekiil agirhigs 580.0
gr/mol’diir. Molekiiliin B halkas1 hidrokuinon grubu iken, C halkas1 kuinon grubudur ve bu
gruplar semikuinon radikaline aktive edilebilmektedir (Keizer et al., 1990). Oral kullanima
uygun bir ilag degildir, ¢iinkii oral yol ile %5’inden daha az1 absorbe olabilmektedir. Ilacin

plazma yarilanma émrii 31.7 saattir. Ilag ile ilgili baslica klinik toksisite belirtileri bulants,
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kusma, alopesi, ates ve kemik iligi baskilanmasi1 seklinde sayilabilir

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Doksorubisin)

0 OH
OH
# N
D B OH
o o
CH,O OH O
H,C NH,

Sekil 2.1. Doksorubisinin yapis1

Doksorubisinin neden oldugu toksik etkiler; genotoksisite, sitotoksisite ve
kardiyotoksisitedir.

DXR genotoksisitesi: DXR, genotoksik etkisini, DNA yapisinda mutasyonlara yol
acarak ve DNA biyosentezinde inhibisyona neden olarak gostermektedir. DXR
genotoksisite mekanizmalar;; DNA Topoizomeraz II (Topoll) inhibisyonu, DNA
interkalasyonu ve DNA alkilasyonu seklinde siralanabilir (Granados-Principal et al., 2010;
Kayaalp, 2000; Miiller et al., 1997).

DNA Topoll, stiperhelikal yapidaki DNA’da gerilimi hafifletmek igin gegici ¢ift
zincir kiriklart olusturmaktadir. DXR, Topoll’nun tirozin residiilerine baglanarak DXR-
DNA-topoll kompleksinin olugmasina yol ag¢maktadir. Bu kompleks, DNA-Topoll
kompleksini stabilize ederek replikasyonun inhibisyonuna ve DNA’da ¢ift zincir
kiriklarina neden olmaktadir (Bigioni et al., 2001; De Graff et al., 2003; Fortune et al.,
2000; Giles et al., 2005; Minotti et al., 2004; Noviello et al., 1994; Sabourin et al., 2000;
Walker and Nitiss, 2000).

DNA interkalasyonunda, DXR, 6zellikle guanin ve sitozin baz ¢ifti arasina girerek
mutasyonlara yol agmaktadir. In vitro genotoksisite ¢aligmalarinda, DXR’nin, hiicre
serilerinde, kromozomal anomalilere ozellikle tek ve ¢ift iplik kirilmalart ve sister

kromatid exchange olusumlarina neden oldugu rapor edilmistir (Ally et al., 1999; Helbig
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and Speit, 1995; Newsome and Littlefield, 1975; Szabova, 1996). DXR, faz spesifik bir
ilag olmamakla birlikte hiicre siklusunun G2/M fazinda daha etkindir. In vivo genotoksisite
caligmalarinda, DXR’nin, deney hayvanlarimin kemik iligi ve kan lenfosit hiicrelerinde,
kromozom ve kromatid tipte hasarlar, sister kromatid exchange olusumlari, kompleks
yeniden diizenlemeler (triradial, qudriradial figiirler ve disentrik) gibi kromozom
anomalilerinin yaninda mitotik indekste azalma, anormal metafazda artmaya yol actig
belirtilmektedir (Au and Hsu, 1980; Dhawan et al., 2003; Giilkag et al., 2004; Larramendly
et al., 1980; Rosselli et al., 1990; Szabova, 1996; Tavares et al., 1998; Tohamy et al.,
2003).

DXR’nin neden oldugu genotoksik etkilerden bir digeri DNA alkilasyonudur.
DXR, serbest radikal olusumlarini indiikleyerek ve metallerle etkileserek DNA
alkilasyonuna neden olmaktadir. Serbest radikallerin lipit peroksidasyonu sonucu MDA
tiretimi artmaktadir. MDA’nin DNA ile etkilesimi sonucu replikasyonu inhibe eden
alkilleyici DNA adductlar1 olusmaktadir. Diger taraftan, DXR’nin metallerle yaptig
kompleksler de DNA’y1 hedefleyerek DNA’da ¢apraz baglarin kurulmasina yol agmakta
ve bu durum da helikaz enziminin hareketini engellemektedir (Minotti et al., 2004; Quiles
et al., 2002).

DXR sitotoksisitesi: Doksorubisin, serbest radikal olusumlarini indiikleyerek,
dolayli yoldan, 6nemli yapilar {izeride hasarlara neden olmaktadir. Olusan bu serbest
radikaller, hiicresel yapilardaki lipit ve proteinlerle etkileserek biyokimyasal
mekanizmalara zarar vermektedir. DXR, semikuinon iiretimi, NAD(P)H oksidaz
aktivasyonu, ve metallerle etkilesim gibi mekanizmalarla serbest radikal olusumlarina
neden olmaktadir.

Semikuinon iiretiminde sitokrom P450 rediiktaz enzimine gereksinim vardir.
Sitokrom P450 rediiktaz, NADH dehidrogenaz veya ksantin oksidaz enzimlerinin
katalizledigi reaksiyonlar ile NADH veya NADPH’dan bir elektron alinarak DXR’den
semikuinon serbest radikali olusturulmaktadir. Semikuinon radikali, bir elektronu
ortamdaki molekiiler oksijene transfer ederek siiperoksit anyonunun olugmasini saglarken
kendisi tekrar kuinona doniismektedir. “Doksorubisinin redoks donglisli” denilen bu dongii
ile siiperoksit radikali iiretimi daha da artirilmaktadir. Olusan siiperoksit radikali, hidroksil
radikaline veya SOD enzimi ile hidrojen peroksite doniistiiriilmektedir (Quiles et al.,
2002).

DXR’nin NAD(P)H oksidaz: indiiklemesi ile ortaya ¢ikan siiperoksit radikalinin

nitrik oksit ile reaksiyonu sonucu peroksinitritler olusmaktadir. Olduk¢a reaktif olan
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peroksinitrit olusumlar, DXR kardiyotoksisitesinin baslica sebeplerinden biridir
(Horenstein et al., 2000; Jung and Reszka, 2001).

DXR, demir metali ile etkileserek serbest radikal olusturabilmektedir. DXR’nin
demir ile etkilesimi enzimatik olmayan reaksiyon ile gerceklesmektedir. Semikuinonun
hidrojen peroksit ile reaksiyonu olduk¢a reaktif olan hidroksil radikalinin olusmasina
neden olmaktadir. Ortamda oksijen konsantrasyonu diisiik oldugunda, semikuinon, Fe
(IIT)’11 indirgeyerek Fe(Il)’nin olusumuna neden olmaktadir. Fe(Il) nin hidrojen peroksit ile
reaksiyonu da hidroksil radikallerinin olugmasimi saglamaktadir. Bu reaksiyon Fenton
reaksiyonu olarak bilinmektedir. Semikuinonun, Fe(Il) varliginda hidrojen peroksit ile
reaksiyonu sonucu hidroksil radikali ve tekrar kuinon olugmaktadir. Gortldiigii gibi bu
reaksiyonlar dizisisi de doksorubisinin redoks dongiisii ile ger¢eklesmektedir (Chen et al.,
2007).

Hiicre membraninin lipit komposizyonu ve yapisal fonksiyonlar1 enzim aktiviteleri
acisindan gereklidir (Sanderman, 1978; Schmidley, 1990). Ortamda serbest yag asitleri ve
serbest radikaller ¢ok diisiik diizeyde olsa bile, bu durumun, Na', K’-ATPase aktivitesini
inhibe ettigini gosteren calismalar vardir. Serbest radikal olusumlari ile Na", K~ ATPase
aktivitesi inhibe edilmekte ve bunun sonucunda da lipit peroksidasyonunun arttig1 rapor
edilmistir (Chong et al., 1985; Simao et al.,, 2011; Wyse et al., 2000). Yapilan bir
calismada, resveratrol tedavisinin ROT olusumunu diisiirdiigii ve Na', K ATPase
aktivitesindeki inhibisyonu onleyerek lipit peroksidasyon hasarini azalttigi gdsterilmistir
(Simao et al., 2011). Baska bir ¢alismada da DXR’nin neden oldugu azalmis Na', K
ATPase aktivitesinin resveratrol kullanimi ile diizeldigi ve artmis MDA diizeyinin azaldig:
gbzlenmistir (Tathdere et al., 2009).

DXR indiiklii enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla olusan serbest radikaller,
lipit peroksidasyonuna ve proteinlerde oksidasyona yol ag¢maktadirlar. Lipit
peroksidasyonu ile hiicrelerin membran akiskanli§i ve iyon transportu bozulmaktadir.
Ayrica olusan serbest radikaller endojen antioksidan sistemin zayiflamasina neden
olmaktadir. Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar, DXR’ nin MDA diizeylerini ytikselttigi,
GSH diizeyi ve SOD aktivitelerini ciddi anlamda diislirdiiglinti gostermektedir (Horenstein
et al., 2000; Jung and Reszka, 2001; Oktem, 2002; Quiles et al., 2002).

DXR Kkardiyotoksisitesi: Kanser kemoterapisinde uygulama alan1 genis olsada,
DXR’nin neden oldugu kardiyotoksisite ilacin kullanimini sinirlamaktadir. DXR
kardiyotoksisitesi, ROT olusumlarindan, DXR’nin kardiyolipine baglanmasindan ve

DXR’nin kalsiyum metabolizmasini degistirmesinden kaynaklanmaktadir. DXR’nin kalp
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mitokondri i¢ membraninda bulunan kardiyolipine yiiksek afinite gostermesi, kardiyolipin-
sitokrom C kompleksinin olusmasin1 6nlemektedir. Bu durum solunum zincirindeki
elektron transferinin ve ATP sentezinin inhibisyonuna neden olmaktadir. Ayrica DXR,
kalp dokusunda iyon kanallarin1 etkileyerek hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun
artmasina neden olmaktadir. DXR’nin bu etkileri mitokondri yap1 ve fonksiyon
bozukluguna, ve kas kontraktilite kabiliyetinin azalmasina neden olmaktadir (Wallace,
2003; Goormagtigh et al., 1990; van Norren et al., 2009). Bu yilizden hastalara verilecek
DXR dozunun iyi ayarlanmasi1 gerekmektedir. Genellikle hastalara uygulanan kiimiilatif

doz viicut yiizeyinin m” si basma 550 mg ile siirlidir.

2.6. Sisplatin (cDDP): Etki Mekanizmalari ve Toksisitesi

Sisplatin (sis-diaminodikloroplatinumIl;cDDP), bir¢cok kanser tipini tedavi etmek
icin 1970’1i yillardan bu yana kullanilan bir antineoplastik ilagtir. cDDP, 6zellikle bas ve
boyun, ovaryum, gogiis, 0zofagus, testis ve mesane kanser tipleri ile noroblastom,
hepatoblastom, osteosarkom gibi pek c¢ok eriskin ve cocukluk c¢agi tiimdrlerinin
tedavisinde kullanilmaktadir (Brabec and Kasparova, 2005; Bodo et al., 2005; Rosenberg,
1985).

cDDP, cis ve trans konfigiirasyonlarinda olup, cis formu sitotoksik o6zellik
gostermektedir. Yatay diizlemde, ortada platin atomu etrafinda klor ve amonyum atomlari
olan inorganik bir molekiildiir. Molekiil formiilii C;,H¢N,Pt olup, molekiil agirligi ise

300.1 gr/mol’diir (http://tr.wikipedia.org/wiki/Sisplatin).

Cl1 NH3

a NH3
Sekil 2.2. Sisplatinin yapist

[lacin baslica klinik toksisite belirtileri bulant1, kusma, alopesi, dokiintii, anemi ve
kemik iligi baskilanmasi seklinde sayilabilir.
Sisplatinin neden oldugu toksik etkiler; genotoksisite, sitotoksisite ve

nefrotoksisitedir.
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cDDP genotoksisitesi: Sisplatin genotoksik etkisini DNA’ya direk baglanarak veya
serbest radikal olusumlarina yol acarak gostermektedir. Sisplatinin sulu ortamda Cl
iyonlarim1 kaybederek su molekiilleri veya hidroksit iyonlariyla pozitif yiikli bir bilesige
doniisebilmektedir. Olusan bu aktif yeni bilesik, DNA iizerindeki niikleofilik bolgelerle
reaksiyona girebilmektedir (Fuertes et al., 2002; Gentile et al., 1998; Kartalou and
Essigmann, 2001). Ilacin, DNA’ya direk baglanmasi, DNA alkilasyonuna yol agmaktadir.
Ilag, direk DNA ile tekli bag kurabildigi gibi DNA-DNA, DNA-protein arasinda ¢apraz
baglarda kurabilmektedir (Brabec et al.,1990; Jones et al., 1991; Vogel et al., 1991).
Ozellikle purin bazlarina N7 pozisyonunda baglanan sisplatin, zincir igi ve zincirler arasi
kovalent capraz baglar olusturarak DNA’da lezyonlarin olugmasimna neden olmakta,
replikasyon ve transkripsiyonu inhibe etmektedir (Jones et al., 1991; Kliesch and Adler,
1987; Rabik and Dolan, 2007; Sidik, 2003). DNA’da meydana gelen bu lezyonlar hiicre
dongiisii duraklamasina, hiicre 6liimlerine veya mutasyonlara neden olmaktadir.

cDDP, siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi aktif oksijen
tiirlerinin olusumunu indiikleyerek de DNA’da mutajenik etki yaratmaktadir (Badary et al.,
2005; Baliga et al., 1998; Masuda et al., 1994; Matsushima et al., 1998; Shino et al., 2003).
Nitekim, yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda, cDDP’nin, normal hiicrelerde, sister
kromatid exchange, kromozom anomalileri ve mikroniikleus olusumlarina neden oldugu
rapor edilmistir (Adler and El-Taras, 1989; Antunes et al., 2005; Antunes et al., 2000;
Blasko et al., 1987; Edelweiss et al., 1995; Kliesh and Adler, 1987; Masuda et al., 1994;
Ohe et al., 1990; Osanto et al., 1991).

cDDP sitotoksisitesi: Sisplatinin sitotoksik etkisi neden oldugu serbest radikal
tiretimi ile ilgilidir. ROT iiretimi, doku ve organlardaki antioksidant aktiviteyi azaltmakta
ve toksisiteye yol agmaktadir. Siganlarla yapilan ¢alismalarda cDDP’nin bobreklerde lipit
peroksidasyonunu artirdigit ve GSH diizeyinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(Amaral et al., 2008; Sidik, 2003).

cDDP nefrotoksisitesi: cDDP, ant-tiimor ilag olarak kullanilmasina ragmen yiiksek
dozlarda ROT olusumlarina neden oldugu icin dokularda ototoksisite, nefrotoksisite,
hepatotoksisite ve norotoksisiteye yol agmaktadir (Mendonc et al., 2009). Renal doku
hasar1 ve tiibiiler hiicre oliimii, cDDP nefrotoksisitesinin en belirgin histopatolojik
ozelligidir. Nefrotoksisite, ilacin en Onemli doz smirlayict yan etkisidir. Kanser
hastalarinda ¢cDDP’nin terapétik dozu intravendz yoldan 40-175 mg/m* (Weijl et al., 1997)

olarak belirlenmistir.
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2.7. Antioksidanlar

Antioksidanlar, hiicre ve dokular1 serbest radikal hasarindan koruyan veya serbest
radikalleri nétralize eden molekiillerdir. Antioksidanlar, yapilarina, kaynaklarina ve etki

mekanizmalarina gore siniflandirilmaktadir.

2.7.1. Kaynaklarina Gore Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar: Bu gruba biluribin, glutatyon (GSH), lipoik asit, N-asetil
sistein, koenzim Qo, lirik asit molekiilleri, sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon
peroksidaz (GPx), ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimleri ve metal baglayici proteinler
(albumin, ferritin, miyoglobin, transferin) girmektedir.

Ekzojen antioksidanlar: Vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (askorbik asit), 3-
karoten, polifenoller gibi bilesikler ekzojen kaynakli antioksidanlar olup diyetle disaridan

alinmasi gerekmektedir (Halliwell and Gutteridge, 1999; Valko et al., 2006).

2.7.2. Yapilarina Gore Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar: Serbest radikalleri, enzimatik aktiviteleri ile
detoksifiye eden antioksidanlardir. Enzimatik antioksidanlarin basinda siiperoksit dismutaz
enzimi (SOD) gelmektedir. SOD, siipiiriicii etki gostererek, siiperoksit radikalini, H,O,’ye
doniistiirmektedir. Stoplazmada bulunan glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi ise elektron
akseptorii olarak GSH’1 kullanmakta ve olusan hidrojen peroksiti H,O’ya indirgemektedir.
GPx’in bu katalitik reaksiyonu ile H,O,’den OH radikal olusumu onlenmektedir. Okside
olan glutatyonu tekrar rediikte formuna g¢eviren enzim ise glutatyon rediiktaz (GR)’dir ve
elektron donérii olarak NADPH molekiiliinii kullanmaktadir. Hiicrede bulunan antioksidan
enzimlerden bir digeri katalaz enzimidir. Katalaz, HO, nin su ve oksijene pargalanmasini
katalizlemektedir (Valko et al., 2006; Fang et al., 2002).

Enzimatik olmayan antioksidanlar: Serbest radikaller, enzimatik olmayan
reaksiyonlarla da etkisiz hale getirilebilirler. Enzimatik olmayan antioksidanlar sunlardir;
glutatyon (GSH), lipoik asit, L-arjinin, {irik asit, biluribin, koenzim Q;o, melatonin, metal
selatlayan proteinler, vitamin E, vitamin C, karotenoidler, fenolik bilesikler (resveratrol),

selenyum, manganez ve ¢inko (Halliwell and Gutteridge, 1999).
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2.7.3. Etki mekanizmalarma Gore Antioksidanlar

Katalitik etkili antioksidanlar: Serbest radikallerin, enzimatik aktivitelerle zararl
etkilerinin 6nlenmesidir. Katalaz, SOD ve GPx katalitik etkileri olan antioksidanlardir.

Giderici etkili antioksidanlar (quencher): Serbest radikal olusumunun
antioksidanlar tarafindan baskilandigi mekanizmalardir. Karotenoidler bu gruba
girmektedir. B-karoten, singlet oksijen radikali {izerinde en iyi giderici etki gosteren
antioksidandir.

Siipiiriicii etkili antioksidanlar (scavenge): Antioksidanlarin, aktif radikallerle
(hidroksil, stiperoksit ve lipit peroksil radikalleri) direk etkilesimiyle veya zincirleme
reaksiyonlart kirarak etkilerini gostermeleridir. Siipiiriicii etki gdsteren antioksidanlar,
oksidanlara bir H" aktararak onlarm aktivitelerini onlemektedirler. GSH, vitamin E,
vitamin C, melatonin, flavonoidler ve polifenollerin rediikleyici fonksiyonlar1 sayesinde
serbest radikaller ortamdan uzaklastirllmaktadir. En etkili zincir kirict antioksidan olan
vitamin E, lipit peroksidasyonunda olusan peroksil radikaline bir H atomu vererek
zincirleme reaksiyonlar1 engellemektedir.

Onleyici etkili antioksidanlar: Ferritin, seroplazmin, albumin gibi metal baglayan
proteinler sayesinde serbest metal kaynaklit ROT olusumu engellenmektedir. Glutatyon
peroksidaz ve katalazin hidrojen peroksiti suya indirgemesi ile hidroksil radikalinin

olusmasi1 onlenmektedir.

2.7.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksidin, radikal olmayan hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniismesini katalizleyen 6nemli bir endojen antioksidan enzimdir. SOD’un katalizledigi
reaksiyonda, radikal olmayan iiriinler olustugu i¢in dismutasyon olarak adlandirilmaktadir.
SOD, insanda ii¢ farkli izoforma sahiptir. Bunlar sirasiyla stoplazmada bulunan Cu-Zn
SOD, mitokondri ve peroksizomlarda bulunan Mn-SOD ve ekstraselliiler bolgede bulunan
EC-SOD enzimleridir. Hiicrede en bol bulunan izomer Cu-Zn SOD’dur. SOD’un temel
fonksiyonu hiicreleri siiperoksit radikalinin zararli etkilerinden korumaktir. SOD, aerobik
hiicrelerin ¢ogunda ve extraselliiler sivida bulunmaktadir (Zelko et al., 2002; Johnson and
Giulivi, 2005). Yiksek aktivitedeki SOD, hiicrelerin oksidatif strese karsi toleransini

artirmaktadir.
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2.7.5. Glutatyon (GSH)

Endojen antioksidan olan glutatyon, dkaryatik hiicrelerde bol miktarda bulunan,
diistik molekiil agirlikli bir tripeptiddir. Yapisinda y-glutamik asit, glisin ve sistein
aminoasitleri olup, aktif siilfidril (-SH) grubuna sahiptir. GSH, hiicreleri serbest
radikallerden korumada radikal siipiiriicii olarak gorev yapan bir antioksidandir. Hidroksil
ve singlet oksijen radikallerini dogrudan yakalayarak hiicreyi oksidatif strese karsi
korumaktadir. GSH’1n oksidatif strese kars1 hiicreyi koruyucu 6zelliginin yaninda hiicresel
redoks diizeyinin idamesinin saglanmasinda da 6nemli rol oynamaktadir (Giles, 2006).
GSH ozellikle, metabolizma, hiicre bilyiimesi ve hiicre 6liimii gibi proseslerde énemli olan
proteinlerin siilfidril gruplarinin rediikte durumda kalmasini saglayan bir molekiildiir.
Bunlara ek olarak GSH’n, hiicresel sistein depo kaynagi, Ca™ homeastasisi regiilatorii ve
immun sistemle iligkili oldugu rapor edilmistir (Filomeni et al., 2002; Estrela et al., 2006;
Townsend et al., 2003).

GSH, hidrojen peroksit ve lipit hidroksiperoksidazlarin detoksifikasyonunda gorevli
glutatyon peroksidazin substratidir. GSH’1n peroksitlerle ve disiilfitlerle reaksiyonu sonucu
glutatyonun okside formu olarak bilinen glutatyon disiilfit (GSSG) olusmaktadir. Daha
sonra GSSG hizl bir sekilde glutatyon rediiktaz ile glutatyona indirgenmektedir. Oksidatif
stres durumunda glutatyon rediiktaz aktivitesi artirilarak veya GSSG hiicreden
uzaklastirilarak GSH/GSSG redoks dengesi saglanmaktadir.

GSH, enzimatik (glutatyon-S-transferaz enzimi ile) veya enzimatik olmayan
yollarla baz1 ksenobiyotiklere baglanabilmektedir. Olusan GSH konjugatlarinin hiicreden
uzaklagtirllmas1 sonucunda hiicresel GSH konsantrasyonu diismektedir (Townsend and
Tew, 2003). Hiicrelerde tiikenen GSH’1n yerine konulmasi gerekmektedir. GSH, sitozolde,
y-glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimlerinin katalizorligiinde iki
basamakta sentezlenmektedir (Meister, 1995; Estrela, 2006). Uzun siireli oksidatif stres
maruziyeti neticesinde goriilen GSH diisiikliigii, hiicre oliimlerine neden olabilmektedir

(Filomeni, 2002).

2.7.6. Resveratrol

Resveratrol, besinlerle digaridan alinan ekzojen kaynakli bir antioksidandir. Uziim
tanelerinin kabuklarinda bol miktarda bulunan resveratrol (trans-3,5,4’-trihydroxystilbene),
dogal, stilben yapisinda bir polifenolik bilesiktir. Resveratroliin fitoaleksin 6zelligi

sayesinde, bitkiler, Botyrtis cinerea enfeksiyonu gibi fungal enfeksiyonlara karsi1 dogal bir
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sekilde korunmaktadir (Hain et al.,1990). Resveratrol, kuraklik, ultraviole isinlar gibi
cevresel etmenlerin neden oldugu cesitli hasarlara karst da bitkiler {izerinde koruyucu etki
gdstermektedir (Aggarwal et al. 2004; Langcake and Pryce, 1976; Li, 2006). ilk olarak
1940 yilinda Veratrum grandiflorum O. Loes (yalanci beyaz c¢opleme) bitkisinin
koklerinden izole edilmistir (Takaota’dan aktaran Baur and Sinclair, 2006). 1963 yilinda,
resveratrol, 6zellikle uzak dogu iilkelerinde deri hastaliklarmi tedavi etmede kullanilan
Polygonum cuspidatum (¢obandegnegi) bitkisinin koklerinden elde edilen aktif bir bilesen
olarak tanimlanmistir (Nonomura’dan aktaran Baur and Sinclair, 2006; Burns et al. 2002).
Daha sonraki yillarda Vitis vinifera (asma), Arachis hypogeae (yerfistigl), Vaccinium
myrtillus (¢oban lizimi), Vaccinium vitis-ideae (kekreyemis), Vaccinium macrocarpes
(turnayemisi), Humulus Ilupulus (serbetciotu), Rheum rhaponticum (kuzukulagi),
Eucalyptus L. (Okaliptus) ve Yucca L. (avize agaci) gibi 70’in iizerinde bitki tiiriinde
resveratroliin varligi tespit edilmistir (Baur and Sinclair, 2006).

Resveratrol dogada cis ve trans konfigiirasyonlarinda bulunmasina ragmen trans
konfigiirasyonuna daha sik rastlanilmaktadir (Ndiaye et al. 2011). Molekiil formiilii
C14H 1203 olup, molekiil agirligr ise 228.25 gr/mol’diir. Oral yolla alindiktan 30-60 dakika
sonra metabolize olmakta ve siklikla karaciger ve onikiparmak bagirsaklarinda
konjugasyon ile glukorunoid ve siilfat metabolitlerine doniismektedir (Ndiaye et al. 2011).
Baz1 ¢alismalarda resveratrol metabolitlerinin biyolojik olarak aktif oldugu gosterilmistir

(Boocock et al., 2007; Vitrac et al., 2003; Hoshino et al., 2010; Calamini et al., 2010).

) / @
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Sekil 2.3. Resveratroliin yapisi

Toksisite ¢aligmalari, resveratroliin LD50 (%50 letal doz) dozunun giinliik 2 gr’dan
yiiksek oldugunu gostermektedir. Siganlara gavaj ile 28 giin boyunca 300, 1000 ve 3000
mg/kg bw dozlarinda resveratrol uygulamasi sonucunda 3000mg/kg bw doza karst yan
etkiler olustugu goriilmiistiir (Crowel et al., 2004; Hebbar et al., 2005). NIEHS 2002

raporuna gore resveratroliin sicanlarda yan etki olusturmayan giinliik dozunun
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(NOAEL=No-Observed-Adverse-Effect-Level) 300 mg/kg bw oldugu belirtilmektedir
(NIEHS, 2002).

Resveratroliin in vitro bakteriyel mutajenite testinin (Ames) sonucu negatiftir
(Edwards et al.,2011; Matsuoka et al.,2001). Sicanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda da
2,000 mg/kg bw doza kadar klastojenisite acisindan negatif sonuglar elde edilmistir
(Williams et al., 2009).

Resveratroliin, anti-kanser, anti-genotoksik, anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve anti-

oksidan gibi bir¢ok biyolojik fonksiyonlar1 bulunmaktadir.

2.7.6.1. Resveratroliin kardiovaskiiler sistem iizerine etkileri: 1992 yilinda,
diyetle makul diizeylerde alinan sarabin (20-30gr/giinde), Fransa’da, koroner kalp
hastaliklarindan (KKH) dolay1 goriilen 6liim riskini %40 oraninda azalttigini gosteren bir
calisma, sarabin igerisindeki maddelerden biri olan resveratrolil ilgi odagi haline getirmistir
(Renauld and de Lorgeril, 1992). Diinyadaki bir¢ok gelismis iilkenin tersine, Fransa’da,
kolesterolce yiiksek, doygun yagca zengin bir beslenmeye ragmen KKH’den dolay1
goriilen 6liim oraninin diisiik olmas1 “Fransiz Paradoksu” olarak adlandirilmaktadir (Ferrie,
2004). Fransiz paradoksunu destekleyen bazi ¢alismalarda, resveratroliin, platelet
aggregasyonu ve kolesterol oksidasyonunu inhibe ederek kan-damar hastaliklari i¢in iyi bir
serbest radikal siipiiriicii rolii iistlendigi belirtilmektedir (Ferrie, 2004; Frankel, 1993; Pace-
Asciak et al., 1995; Szekeres et al., 2011).

2.7.6.2. Resveratoliin anti-kanser etkileri: Resveratroliin, prostat, akciger, gogiis,
kolon, ovaryum, tiroid, deri ve pankreas kanserleri ile 16semi, lenfoma gibi bir¢ok insan
kanser tipini Onledigi ve kemopreventive etkisi oldugu yapilan calismalarda rapor edildi
(Athar et al. 2007; Baur and Sinclair 2006). Resveratroliin kemopreventive etkisi ilk defa
1997 yilinda ortaya konuldu. Yapilan bir ¢alismada, resveratroliin, malignant hiicrelerde
Ozellikle DNA sentezinde rol oynayan bir enzim olan riboniikleotid rediiktazi inhibe
ederek tlimor hiicrelerinin biiylimesini engelledigi gosterilmistir (Szekeres et al., 2011;
Fontecave et al., 1998). Ayrica resveratroliin, kanserli hiicrelerde, NFkB aktivasyonunu
inhibe ederek ve TNFa {iretimini azaltarak timdr gelisimini 6nledigini gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (Holmes et al., 2000; Banerjee et al., 2002; Manna et al., 2000; Martin et al.
2006). NFxB, hiicresel redoks statiisiindeki degigsmelere cevap veren dnemli transkripsiyon
faktorlerinden biri olmasina ragmen regiilasyon mekanizmasi olduk¢a karmagiktir (Meyer

et al. 1993; Schmidt et al. 1995; Holmes et al. 2000; Draczyska et al.1998). NFkB, hiicre
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proliferasyonu, transformasyonu ve timor gelisiminde rolii olan bir molekiildiir.
Resveratrol, tiimor gelisiminin daha sonraki asamalar1 olan anjiogenez ve metastaz
safhalarinda da etkili olmaktadir. insan umbilikal vein endotelial hiicreleriyle yapilan bir
calismada, resveratroliin, VEGF indiiklii angiogenezi inhibe ettigi ve VE-cadherin ve 3

catenin aktivitelerini engelledigi gosterilmistir (Lin et al. 2003)

2.7.6.3. Resveratroliin anti-oksidan etkileri: Yapilan ¢aligmalar resveratroliin iyi
bir antioksidan oldugunu gostermektedir (Aftab et al. 2010; Rubilio et al., 2008).
Resveratroliin antioksidan etkisinin hangi mekanizmalar ile oldugu konusundaki bilgiler
yetersizdir. Resveratroliin bu etkisinin onun direk antioksidan fonksiyonundan ve/veya
anti-oksidan ~ mekanizmalar1  aktive  etme  yeteneginden  kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Fenolik antioksidanlar, serbest radikallerle girdikleri reaksiyonlarda
hidrojen atomu vericisi veya elektron vericisi olarak davranabilmektedirler. Resveratroliin
cogunlukla hidrojen atomu vericisi oldugu belirtilmektedir (Tang et al, 2011).
Resveratroliin yapisindaki hidroksil gruplarinin antioksidan aktivitesi ile ilgili yapilan
calismalarda 4 OH’1n 3 ve 5 OH’dan daha aktif oldugu tespit edildi (Caruso et al., 2004;
Mikulski et al., 2010; Queiroz et al., 2009). Bir calismada, resveratroliin OH radikalleri ile
oldukca etkin bi¢cimde reaksiyona girdigi ve bu sekilde radikal siipiiriicli olarak fonksiyon
gordiigii belirtildi (Leonard et al., 2003). Bagka bir calismada, 30 ve 90 uM’lik dozlarinda
uygulanan resveratroliin, H,O, ile oksidatif strese indiiklenen si¢an fibrobast kiiltiiriinde
ortaya ¢ikan reaktif oksijen birikimlerini %26.4-%57.3 azalttig1 gosterildi (Sgambato et al.,
2001). Ayrica resveratroliin lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi yapilan lipit peroksidasyon
Olciimleriyle gosterildi (Leonard et al., 2003). Resveratroliin anti-oksidan fonksiyonunun,
oksidatif DNA {izerinde de etkili oldugunu gdsteren ¢alismalar bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada bir karsinojen olan potasyum bromid ile indiiklenen bdbrek hiicrelerinde ortaya
cikan oksidatif DNA hasarini resveratroliin anlamli diizeyde azalttigi gosterildi (Cadenas
and Barja, 1999). 30 uM’lik resveratroliin kullanildig1 baska bir ¢alismada, TAR ile (sigara
dumani) fragmentasyona indiiklenen DNA’da ortaya ¢ikan kiriklarin anlamli diizeyde
azaldig ifade edildi (Sgambato et al., 2001).

Resveratrol, hiicresel antioksidan sistemin aktivitesi tizerinde de etkili olmaktadir.
Yapilan bir calismada, oksidatif strese indiiklenen sican karaciger hiicrelerinde,
resveratroliin, detoksifikasyon mekanizmalarini diizenledigi, Ozellikle katalaz, SOD,
glutatyon rediiktaz, NADPH kinon oksirediiktaz ve glutatyon S transferaz enzimlerinin

aktivitelerini arttirdig1 ve oksidatif hasar1 azalttig1 belirtilmektedir (Rubilio et al., 2008).
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Ayni1 caligmanin devaminda, resveratrolin, SOD, glutatyon rediiktaz, katalaz gibi
enzimlerin expresyonlarini diizenleyen transkripsiyon faktorii Nrf2 iizerinde de etkili
oldugu gosterildi (Rubilio et al., 2008). Baska bir calismada, 10 giinliikk uygulama
periyodunda, 30 mg/kg bw dozundaki resveratroliin, sicanlarin beyin, akciger, karaciger,
bobrek ve testis dokularindaki akrilamid indiiklii artmis malondialdehit (MDA)
diizeylerinde anlamli bir azalmaya, azalan glutatyon (GSH) diizeylerinde de anlamli bir
artisa neden oldugu gozlendi (Alturfan et al. 2012). Cok yiiksek miktarlarda oksidatif
strese maruz kalan hiicrelerde SOD aktivitesi diismektedir. in vivo ve in vitro yapilan
caligmalarda, siklosporin, LPS (lipopolisakkarit), glutamat gibi indiikleyici ajanlarla
oksidatif stres olusturulan modellerde, resveratroliin karaciger, kalp, bobrek dokular1 ile
hiicre kiiltiirlerindeki azalmig SOD aktivitelerini anlamli olarak yiikselttigi ifade
edilmektedir (Chander et al., 2005; Fukui et al., 2010; Rubilio et al., 2008; Sebai et al.,
2011). Resveratrol etkinligi ile SOD aktivitesini karsilastiran bir ¢alismada da, LPS veya
PMA’nin indiikledigi siiperoksit radikal olusumunun neden oldugu artmis AA
(Arachidonic asit) salinimini resveratroliin (30uM) %56, SOD’un ise %48 inhibe ettigi
rapor edildi (Martinez and Moreno, 2000).

2.7.6.4. Resveratroliin apoptosise etkileri: Kanser tedavisinde Onemli
stratejilerden biri hiicrelerde apoptosisi indiiklemektir. Yapilan ¢aligmalarda, resveratroliin
apoptosisi farkli mekanizmalar iizerinden etkiledigi ve bu etkilerin hiicre tipine ve
uygulanan resveratrol konsantrasyona bagl olarak degistigi goriilmektedir. Prostat, gogiis,
deri, pankreas, akciger ve leukemia gibi kanser hiicre serilerinde (Aziz et al.,2005;
Cecchinato et al., 2007; Kim et al., 2003; Kotha et al., 2006; Kuo et al., 2002; Li et al.,
2006; Shih et al., 2004) ve bazi in vivo modellerde (Aggarwal, et al., 2004; Aziz et al.,
2003; Carbo et al., 1999), resveratroliin, apoptosisi indiikledigi tespit edildi. Resveratrol,
p53 ve Bax aktivasyonu veya Bcl2, Bcl-XL, survivin ve apoptosis inhibitorlerinin (IAPs)
inaktivasyonunu saglayarak apoptosisi indiiklemektir (Aggarwal et al., 2004; Alkhalaf
2007; Delmas et al., 2003; Jiang et al. 2005; Kim et al., 2003; Kim et al., 2004; Narayanan
et al., 2003). Resveratroliin, NFkB transkripsiyonunu inhibe edici fonksiyonu sayesinde
pS3 proteini aktive olmakta ve dolayisiyla hiicre apoptoza stiriiklenmektedir (Gao et al.,
2001).

Resveratroliin apoptotik etkisinin yaninda anti-apoptotik etkisinin oldugunu
gosteren caligmalar da vardir (Csaki et al. 2008; Kumar et al. 2007). Bir ¢alismada,

resveratroliin, ROT olusumunu azaltarak, artmus intraseliilar Ca™ seviyesini diisiirdiigii ve
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Kaspas 3 aktivasyonunu inhibe ederek apoptosisi dnledigi gosterildi (Zhao et al., 2009).
Baska calismalarda da oksidatif stres olusturulmus sican karaciger (Rubilio and Vega
2008) ve PCI12 (sigan pheochromocytoma) hiicre serilerinde (Jang and Surh 2001),

indiiklenmis apoptosisin resveratrol tarafindan engellendigi gosterildi.

2.7.6.5. Resveratroliin inflamasyona etkileri: Inflamasyon, doku ve organlarda
hasarlara ve bircok hastaliklara neden olmaktadir. Kronik inflamasyon hastaliklarina
romatid artrit ve bazi bagirsak hastaliklar1 6rnek verilebilir (Yamanishi et al., 2002).
Resveratroliin, inflamasyonla ilgili molekiiller lizerinde inhibisyon etkisi bulunmaktadir
(Sebai et al., 2011; Tsai et al., 1999). Enfeksiyon durumunda, bagisiklik cevabi
olusmasindaki Onemli yolaklardan biri NF-xB yolagidir. Resveratroliin, NF-kB
aktivasyonu ile indiiklenen IL-1B’yi baskiladigt ve bu sayede IL-1f’nin insan
kondrositlerinde yol actig1 sitotoksik ve apoptotik etkilerini azalttig1 belirtilmektedir (Csaki
et al. 2009). Diger taraftan, resveratrol, NFxB’nin transkripsiyonel aktivitesini dnleyerek
NO salmimini azaltmaktadir. LPS (lipopolisakkarit) indiiksiyonu, memeli hiicrelerinden
genellikle monositleri, makrofajlari, endotel hiicreleri ve nétrofilleri stimiile ederek bu
hiicrelerden iNOS aktivasyonuyla NO salinmasina neden olmaktadir. Normalde, bakteriyel
lipoplisakkarit olan LPS’ye karsi iNOS ekspresyonuyla diisilk konsantrasyonda NO
tiretilerek antimikrobiyal aktivite gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte, yiiksek
konsantrasyonlardaki NO, inflamasyona neden olmaktadir. Bir ¢alismada, resveratroliin,
iINOS geninin aktivasyonunda rolii olan transkripsiyon faktorlerinden biri olan NFxB’nin
promotore baglanmasini inhibe ettigi ve bu sayede NO saliniminin azalmasini sagladigi
belirtilmektedir (Tsai et al., 1999).

Oksidatif stres ile indiiklenen inflamasyonda, transkripsiyon faktdrii NFkB ‘nin
aktivasyonu ile pro-inflamatory sitokinlerin (TNFa) aktivasyonu saglanmaktadir. TNFa,
hiicre proliferasyonu, inflamasyon ve lipit metabolizmalarini1 indiikleyen Onemli bir
molekiildir (Chen et al., 2009; Yen et al., 2011). Resveratroliin, TNFo tarafindan
indiiklenen adipokin ve oksidatif stres degisimleri iizerine etkisini gdstermek i¢in yapilan
baska bir calismada, 3T3-L1 adiposit hiicreleri kullanilmigtir. Calismada TNFa
indiiklenmesi ile artan interlokin-6 (IL-6) salinimi ve ROT {iretimini, resveratroliin (25-
100uM) konsantrasyona bagli olarak inhibe ettigi gosterildi. Ayrica, resveratroliin
TNFa’y1 inhibe ettigi ve azalmig SOD aktivitesi ile GSH diizeylerini anlamli olarak
artirdig1 ifade edildi (Yen et al., 2011). Baska bir ¢aligmada, resveratroliin, oksidatif strese

25



maruz kalan TM (Trabecular meshwork) hiicrelerinde inflamatuar markirlarinin (IL1a,
IL6, IL8 ve ELAM-1) iiretimini baskiladigi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
olusumlarini engelledigi rapor edildi (Luna et al. 2009).

2.7.6.6. Resveratroliin hiicre dongiisiine etkileri: Hiicre dongiisii, siklin protein
kinazlar (cdk) ve siklinler tarafindan kontrol edilmektedir. Siklinlerin inhibisyonu, hiicre
dongiisiiniin belli sathalarda durmasina neden olmaktadir. Resveratrol, hiicreleri G1, G1/S,
S, ve G2/M fazlarinda duraklatabilmektedir.

G1 ve G1/S fazlarinin inhibisyonunda, resveratrol, p5S3 indiiksiyonu ile p21 ve
p27’in (cdk inhibitorleri) aktive edilmesini saglamaktadir. p21 ve p27 aktivasyonu, G1
fazinda cdk4’ii, G1/S gecisinde ise cdk 4, 6, 2 kinazlar1 inhibe ederek Rb’nin
(retinoblastoma tiimdr baskilayic1 proteini) fosforilasyonunu ve hiperfosforilasyonunu
engellemektedir.Rb’nin fosforilasyonunun azalmasi G1 fazinin, Rb hiperfosforilasyonunun
azalmasi ise G1/S gecisinin duraklamasina neden olmaktadir (Ahmad et al., 2001; Zhang
et al., 2004). Resveratrol, ayrica, G1 ve G1/S fazlarinda gorev alan siklinler (D1, D2, E) ile
siklin kinazlarin (cdk 4, 6, 2) iiretiminde rolii olan transkripsiyon faktérii NF-kB iizerinden
de inhibisyon yapabilmektedir (Jeong et al., 2004).

Resveratrol, Rb defosforilasyonunu indiikleyerek veya cdkl defosforilasyonunu
inhibe ederek S fazini duraklatabilmektedir (Delmas et al., 2002; Wolter et al., 2001). Bazi
yayinlarda, resveratroliin, riboniikleotid sentaz ve DNA polimeraz enzimlerini inhibe
ederek DNA sentezinin engellenmesine ve S fazinin duraklamasina neden oldugu
belirtilmektedir (Fontecave et al., 1998; Stivala et al., 2001). Resveratrol, cdk1’in aktive
edilmesinde rolii olan cdk7’yi inhibe ederek, G2/M gecisini de duraklatabilmektedir
(Benitez et al., 2007; Liang et al., 2003).

Resveratroliin, hiicre dongiisii fazlarinin dagilimi {izerindeki etkisi, yapilan bir
calismada gosterilmistir. Sgambato’nun yaptigt bu c¢aligmada, ICsy degerlerine uygun
konsantrasyonlarda resveratrol uygulanan hiicre siralarindaki hiicre dongiisii fazlarinin
dagilimlarinin  kontrollerinden anlamli diizeyde farkli oldugu gosterilmistir. Ozellikle
MCF-7 ve HeLa hiicre siralar1 disinda diger tiim hiicre siralarinda, G2/M fazindaki hiicre
sayilarinin kontrollerine gore ciddi anlamda diistiigli, S fazinda da yiikseldigi ifade
edilmistir. Bu etkinin molekiiler diizeyde, resveratroliin, DNA polimeraz aktivitesini inhibe

etmesinden kaynaklanabilecegi vurgulanmistir (Sgambato et al., 2001).
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2.7.6.7. Resveratroliin hiicre proliferasyonuna etkileri: NF-xB, hiicre
proliferasyonu ve biiyiimesinde 6nemli rolii olan bir transkripsiyon faktoridiir. (Jo et al.,
2000; Liu et al., 1996; Wang et al., 1996). Resveratrol, NF-kB aktivasyonunu inhibe
ederek proliferasyonu ve hiicre ¢cogalmasini engellemekte ve S fazi duraklamasina neden
olmaktadir (Estrov et al., 2003; Gao et al., 2001). Hatta NF-«B’nin inaktivasyonu
apoptosisi indiikleyen p53’iin expresyonuna yol agmaktadir (Estrov et al., 2003; Gao et al.,
2001; Mahyar-Roemer et al., 2001). Cesitli kanser hiicre kiiltiirleri (AML, gastrik,
pankreatik, kolon, melonema, prostat, epidermoid karsinoma vb) ile yapilan ¢aligmalarda,
resveratroliin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi belirtilmektedir (Bhat and Pezzuto,
2001; Ding et al., 2002; Estrov et al., 2003; Fuggetta et al., 2006; Holian et al., 2002; Hsieh
et al., 2005; Kampa et al., 2000; Kim et al., 2006).

Baz1 kanser ve normal hiicre serileri ile yapilan bir ¢aligmada resveratroliin anti-
proliferatif etkisi 1Cso degerlerine bakilarak gosterildi. Calismada, 1Csy degerleri, hiicre
tipine bagli olarak 22-100 uM arasinda degistigi; fakat, test edilen tiim hiicre tiplerinde
resveratrol konsantrasyon artisina bagl olarak hiicre sayisinda azalma oldugu vurgulandi.
Hem normal, hem de kanser hiicrelerinde goriilen bu etkinin, resveratroliin direk sitotoksik
etkisinden olamayacag, ¢linkii, kiiltiirlerde sinirl sayida 6lii hiicre saptandig: ifade edildi.
Bu yiizden, resveratroliin bu etkisinin hiicre proliferasyonunu ve hiicre dongiisiinii S/G2
siirinda duraklatmasindan kaynaklanabilecegi ongoriildii (Sgambato et al., 2001). Yapilan
baska bir ¢alismada da, normal insan kemik iligi hiicrelerinin, 16semik hiicrelere gore
resveratrole karsi daha az duyarli oldugu belirtilmektedir. Ornegin, normal insan kemik
iligi hiicrelerindeki ICsy degerinin 60uM iken, cesitli insan I6semik hiicre kiiltiirii
modellerinde ICsy degerlerinin 5.07-42.76uM arasinda degistigi belirtilmektedir (Ferry-
Dumazet et al., 2002).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Deney icin Gerekli Kimyasal Maddeler

Entellan
Giemsa
Resveratrol
Doksorubisin
Sisplatin
Kolsisin

Potasyum Siyaniir

Glasiyal metafosforik asit

Tiyobarbitiirik asit
Trikloro asetikasit
HC1

Sodyum kloriir
EDTA

Gultatyon
Glasiyel asetik asit
NaOH

Na,HPOy4
NaHPO4

Sodyum sitrat
KCl1

Na,COs

Ksantin

Nitrobluetetrazolyum

Bovine serum albumine

Ksantin Oksidaz
Na-K tartarat
CuSOy4

Folin ay1rac

(Merck 107960)
(Sigma 32884)
(Sigma 501360)

(Adriablastina, Cas n0:23214-92-8)
(Platinil, Cas no: 15663-27-1)

(Sigma C 9754)
(Aldrich 20, 781-0)
(Sigma M 5043)
(Merck UV 550480)
(Sigma T 9159)

(Riedel-de Haen 30721)

(Merck K 21787500)
(Sigma E 9884)
(Sigma G 3664)
(Merck 100063)
(Merck KB 102462)
(Sigma S 9763)
(Sigma S 8282)
(Merck K 22028732)
(Merck TA 659635)
(Merck K28996729)
(Sigma X 2502)
(Sigma N 6876)
(BSA) (Sigma
(Sigma X 1875)
(Sigma S 6170)
(Merck A 810587)
(Sigma F 9252)



N-Naphthylethylene daimine
Siilfanamide

Glisin

Sodyum borat

Cadminyum

Sodyum nitrat

Sodyum nitrit
L-hidroksiprolin

3-sikloheksilamino-1-propan

3.1.2. Deney icin Gerekli Olan Cihazlar

Etuv

Trinokiiler Arastirma Mikroskobu
Vortex

Buzdolabi (+ 4°C)

Santrifiij Tiipti

Otomatik Pipet Seti

Mini Santrifiij

Sogutmali Santrifiij (+ 4°C)
Spektrofotometre
Spektrofotometrik 6l¢iim i¢in kiivet
Derin Dondurucu (- 86°C)

Derin Dondurucu (- 20°C)

Hassas Terazi

Mikrodalga Firin

Benmari

Homojenizator

Hassas terazi

Manyetik karigtirict

pH metre
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(Sigma N 9125)
(Sigma S 9251)
(Sigma G 7403)
(Sigma S 9640)
(Fluka 00623)

(Sigma S 8170)
(Sigma S 2252)
(Sigma H 5534)
(Sigma C 6070)

(Heraus)

(Zeiss)

(VELP Scientifica)

(AEG 1400 P)

(TPP)

(Eppendorf)

(Eppendorf Mini Spin F45-12-11)
(Hettich Zentrifugen, Rotanta 460 R)
(Biochrome WPA Biowave, S2100)
(Biochrome, Type 40 00 9143)
(Nuare, Ultraflow Freezer)

(Argelik 2031 D)

(Scaltec SBC31)

(Vestel)

(Niive BM 402

(Ultra-Turrakks T25)

(Sartorius BL2105)

(Heidolph MR 301)

(Crison GLP 22)



3.1.3. Deneyde Kullanilan Hayvanlar

Bu caligmada sekstiiel olgunluga erismis 150-200 gr agirliginda 6 haftalik Wistar
cinsi albino erkek si¢anlar kullanilmistir. Sicanlarin 6 haftalik olarak se¢ilmesinin nedeni,
bu donemin, hayvanlarin olgunluk devresini ilk basamagini olusturmas: ve yaslilik
sebebiyle meydana gelebilecek olan kromozom hasarlarinin yol agabilecegi degerlendirme
hatalarini ortadan kaldirmasidir (Antunes and Takahashi, 1998).

Deneylerde kullanilan hayvanlar Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
onayl ile Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nden
(DETAB) saglandi.

Deney hayvanlarinin genel bakimlari DETAB tarafindan yapilirken deneye alinan
hayvanlarin gézetim ve bakimi bizzat arastirmaci tarafindan iistlenildi. Caligma siiresince,
deney ve kontrol gruplarindaki hayvanlar DETAB’in standart kosullari olan 22+5 °C
sicaklikta, %50+20 bagil nem ortaminda 12 saat karanlik 12 saat aydinlik evrede tutulup,

standart sican yemi ve ¢esme suyu ile beslendi.

3.1.4. Kontrol ve Deney Gruplari

Kontrol ve deney gruplarinin her birinde 6’sar hayvan olacak sekilde toplam 9 grup
olusturuldu (Tablo 1).

Grup 1: Kontrol grubu: 2 cc bidistile su intraperitonal verildi.

Grup 2: Resveratrol (RES, 12,5 mg/kg bw) grubu: RES, dozu 12,5 mg/kg bw
hazirland1 ve hayvanlara 24 saat boyunca 5 kez intraperitonal uygulandi.

Grup 3: Resveratrol (RES, 25 mg/kg bw) grubu: RES, dozu 25 mg/kg bw olarak
ayarlandi ve hayvanlara 24 saat boyunca 5 kez intraperitonal uygulandi.

Grup 4: Doksorubisin (DXR, 90.0 mg/kg bw) grubu: DXR, distile su ile
sulandirildiktan sonra tek doz intraperitonal (i.p.) uygulandi.

Grup 5: Sisplatin (cDDP, 5.0 mg/kg bw) grubu: cDDP, distile su ile
sulandirildiktan sonra tek doz intraperitonal uygulandi.

Grup 6: Doksorubisin (DXR, 90.0 mg/kg bw) + Resveratrol (RES, 12.5 mg/kg bw)
grubu: RES, DXR uygulamasindan yarim saat dnce, DXR ile birlikte ve bunu takiben her 6
saatte bir olacak sekilde toplam 5 doz intraperitonal uygulandi.

Grup 7: Doksorubisin (DXR, 90.0 mg/kg bw) + Resveratrol (RES, 25.0 mg/kg bw)
RES, DXR uygulamasindan yarim saat 6nce, DXR ile birlikte ve bunu takiben her 6 saatte

bir olacak sekilde toplam 5 doz intraperitonal uygulandi.
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Grup 8: Sisplatin (cDDP, 5.0 mg/kg bw) + Resveratrol (RES, 12.5 mg/kg b.w.)
grubu: RES, cDDP uygulamasindan yarim saat dnce, cDDP ile birlikte ve bunu takiben her
6 saatte bir olacak sekilde toplam 5 doz intraperitonal uygulandi.

Grup 9: Sisplatin (cDDP, 5.0 mg/kg bw) + Resveratrol (RES, 25.0 mg/kg bw)
grubu: RES, cDDP uygulamasindan yarim saat dnce, cDDP ile birlikte ve bunu takiben her
6 saatte bir olacak sekilde toplam 5 doz intraperitonal uygulandi.

Biitiin hayvanlar DXR ve ¢cDDP uygulamasindan 24 saat sonra sakrifiye edildi.
Sakrifiye edilmeden 75 dk. dnce hayvanlara kolsisin (sigma, C9754) gram basina 0.01 ml

olacak sekilde intraperitonal olarak verildi.

Tablo 3.1. Caligsma ve kontrol gruplari

Grup 1 | n=6 | Kontrol grubu, 2 cc bidistile su, i.p.

Grup 2 | n=6 | RES (12,5 mg/kg), i.p.

Grup 3 | n=6 | RES (25 mg/kg), i.p.

Grup 4 | n=6 | DXR (90 mg/kg), i.p

Grup 5 | n=6 | cDDP (5 mg/kg), i.p

Grup 6 | n=6 | DXR (90 mg/kg) i.p. + RES (12,5 mg/kg) i.p.
Grup 7 | n=6 | DXR (90 mg/kg) i.p. + RES (25 mg/kg) i.p.
Grup 8 | n=6 | cDDP (5 mg/kg) i.p.+ RES (12,5 mg/kg) i.p.
Grup 9 | n=6 | cDDP (5 mg/kg) i.p.+ RES (25 mg/kg) i.p.

RES resveratrol, DXR Doksorubisin, cDDP Sisplatin
3.1.5. Doksorubisin (DXR) Dozu ve Uygulanisi

Deneyde kullanilan antitiimor ilag doksorubisin (Adriablastina, Cas no:23214-92-8)
yerel eczaneden (Kocaeli) 50 mg’lik flakon olarak satin alindi. Herbir flakon 5 ml bidistile
su ile ¢oziildii ve hayvanlara 90 mg/kg b.w. olacak sekilde i.p. olarak enjekte edildi. Sigan
kemik iliginde kromozom anomalilerinin indiiklenmesinde etkin DXR dozunun 90 mg/kg

bw oldugu rapor edilmistir (Antunes and Takahashi, 1998).

3.1.6. Sisplatin (cDDP) Dozu ve Uygulanis1

Sisplatin (Platinil, Cas no: 15663-27-1) yerel eczaneden (Kocaeli) 50 mg/100ml’lik
flakon olarak satin alindi. 50 mg/100 ml’lik solusyondan 5 mg/kg bw olacak sekilde i.p.

olarak hayvanlara enjekte edildi. Sican kemik iliginde kromozom anomalilerinin
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indiiklenmesinde etkin cDDP dozunun 5 mg/kg bw oldugu rapor edilmistir (Antunes et al.,

2000).

3.1.7. Resveratrol (RES) Dozu ve Uygulanisi

Molekiiler saflikta resveratrol (trans 3-4 ,5-trihydroxystilbene, sigma, Cas no: 501-
36-0) Interlab (Istanbul) firmasindan satin alind1 ve %95°lik etilalkolde ¢oziildii. Etil alkol
ile stok ¢ozelti 50 mg/ml olarak hazirlandi. Resveratrol, enjeksiyonlardan hemen once
bidistile su ile sulandirildi. Uygulamadan once, bu stok ¢ozeltinin 0,05 ml’sine 0,45 ml
distile su eklenerek son konsantrasyon 5 mg/ml olacak sekilde sulandirildi. RES
uygulamasi, DXR veya ¢cDDP uygulamasindan yarim saat 6nce, DXR veya cDDP ile
birlikte ve bunu takiben her 6 saatte bir olacak sekilde toplam 5 doz olarak (kiimiilatif doz

62.5-125 mg/kg bw) ve intraperitonal uygulandi

3.1.8. Kolsisin Dozu ve Uygulamsi

0,08 gr kolsisin steril olarak tartilarak 100 ml distile suda sulandirildi. Servikal
dislokasyondan 70 dakika Once sicana gram basma stok soliisyondan 0,01 ml olacak

sekilde intraperitonal olarak verildi (Ford and Hamerton, 1956).

3.2. Yontemler

3.2.1. Kromozom Anomalilerinin Tespiti
3.2.1.1. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
Carnoy’s fiksatif soliisyonu

Methanol (3 kisim) 75 ml
Glacial asetik asit (1 kisim) 25 ml

(Her kullanimda taze olarak hazirlanir)

Hipotonik Soliisyon
Potasyum kloriir 5,6 gr
Distile su 1000 ml

(KCl soliisyonu 0,075M olarak hazirlanir ve oda sicakliginda 2-3 hafta saklanabilir)
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Kolsisin Soliisyonu

Kolsisin (liyofilize) 0,08 gr
Distile su 100 ml
(Steril olarak hazirlanir. Stok soliisyon 2-5 °C’de birkag ay saklanabilir)

Fosfat AB Tampon Soliisyonu

Sol A: KH,PO4 9,08 gr 1000 ml’de ¢oziiliir
Sol B: Na,HPO4 9,47 gr 1000 ml’de ¢oziiliir
AB buffer = 200 ml Sol A + 800 ml Sol B karistirilarak elde edilir.
(pH 6,8’¢ HCI veya NaOH kullanilarak ayarlanir)

Giemsa Boya Soliisyonu (%8’lik)

Giemsa boyasi 8,0 ml
AB tampon soliisyonu 2,0 ml
Distile su 90,0 ml

(Her boyama igin taze olarak hazirlanir)

3.2.1.2. Sican Kemik iligi Hiicrelerinin Eldesi

Kemik iliklerinin ¢ikarilmasinda hipotonik sok teknigi kullamldi. 37 °C’de 1sitilmus
0,075 M KCl ile femurlardan kemik ilikleri ¢ikarildi ve materyal 25 dk etlivde inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra materyal 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ust kistmdaki
siipernatant atildi. Dipteki peletin iizerine yavas yavas metanol/asetik asit (3:1)
karisimindan olusan fiksatif eklendi. Fiksatif i¢inde 25 dk. bekletildikten sonra materyal
1000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Fiksatif ile yikama islemi ii¢ kere tekrar edildi. Son
yikamada siipernatant atildiktan sonra drnek iizerine 2-3 ml fiksatif eklenerek +4 °C’de

saklandi (Ford and Hamerton, 1956).

3.2.1.3. Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

Kemik iligi hiicrelerinin bulundugu siispansiyondan pipet ile alarak temiz lamlarin
tizerine yaklagik 30 cm yukaridan damlatilarak preparatlar hazirlandi. Preparatlar oda

sicakliginda kurutulduktan sonra, fosfat AB tamponu kullanilarak hazirlanan %38’lik
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giemsa boyasinda 7 dk boyandi. Boyadan sonra preparatlar distile su ile fazla boyadan
arindirildi ve oda sicakliginda kurutuldu (Preston et al., 1987). Her bir hayvan i¢in 40-42

kromozoma sahip100 metafaz hiicresine bakilarak kromozom aberasyonlar1 sayildi.

3.2.1.4. Kromozom Anomalilerinin Skorlanmasi

Preparatlarda, metafaz hiicreleri incelendi. Hiicrelerde 40-42 kromozoma analiz i¢in
bakildi ve 100 metafazdaki kromozom anomali sayilari belirlendi (Savage, 1976).
Kromozom anomalilerinin skorlanmasi:

(1) Kromozom veya kromatid gaplar; genisligi normal kromatidden daha az olan
akromatik bolgeler

(2) Kromozom tip kiriklar; Bir kromozomun her iki kromatidinin ayni1 bolgesinde
goriilen kiriklardir ve izokromatid kiriklar olarak da adlandirilir.

(3) Kromatid tip kiriklar: Bir kromozomun sadece bir kromatidinde meydana gelen
kiriklardir.

(4) Kompleks exchange; Kromozom veya kromatidlerde ortaya c¢ikan iki veya
ikiden fazla sayida goriilen lezyonlarin neden oldugu diizensizliklerdir. Bu diizensizlikler
kromozomlar veya kromatidler arasinda olabilecegi gibi tek bir kromozom veya kromatid
icerisinde de olusabilmektedir.

(5) Triradial figiirler; Iki kromozomun kromatidleri arasinda goriilen bir cesit
kromatid diizensizligidir. Bir kromozomdaki izokromatid kiriklar ve baska bir
kromozomdaki tek bir kromatid kiriginin karsilikli etkilesimi sonucu olusan ii¢ kollu
konfigiirasyonlardir.

(6) Quadriradal figiirler; Farkli kromozomlarin kromatidleri arasinda goriilen
diizensizlikler olup dort kollu olusumlardir.

(7) Toplam kromozom anomalisi ortalamalari; gaplar disindaki kromozom,
kromatid, kompleks exchange, triradial ve quadriradial figiirlerin toplamidir.

(8) Toplam anormal metafaz ortalamalari; 100 metafaz hiicresinde kromozom
anomalilerinin goriildigli anormal hiicrelerin sayisidir.

(9) Mitotik indeks; 1000 hiicre/hayvan i¢in mitotik hiicrelerin sayisidir.

3.2.1.5. Kromozomlarin istatistiksel Analizi

Kontrol ve deney gruplarina ait kromozom aberrasyon verilerini degerlendirmek
icin SPSS 13.0 istatistik programi kullanildi. Elde edilen veriler ortalama=SD olarak ifade
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edildi. Gruplarin homojenizasyonunun belirlenmesinde One-Way-ANOVA testi kullanild1.
Tiim verilerin normal dagilima uygunluklarinin belirlenmesinde Kolmogrov Smirnov testi
kullanildi. Bagimsiz gruplarin parametrelerinin karsilastirilmasinda 6ncelikle Kruskall
Wallis tek yonlii varyans analizi uygulandi ve anlamliliklar test edildi. Kruskall Wallis’e
gbre anlamli bulunan gruplar arasinda Mann Whitney U testi uyguland:. Istatistiklerin

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

3.2.2. Biyokimyasal Metodlar
3.2.2.1. Dokularin Cikarilmasi ve Saklanmasi

Steril kosullarda ¢ikarilan kalp, karaciger ve bobreklerden yaklagik 0,5 gr doku
ornekleri alindi. Doku 6rnekleri, soguk serum fizyolojik ile yikandiktan sonra kurutularak

ependorflar igerisine alind1 ve galisma giiniine kadar -80 °C de sakland.

3.3.2.2. Doku protein diizeyi 6l¢iimii (Lowry yontemi)

Prensip: Proteinlerin yapisinda bulunan tirozin aminoasitlerindeki fenolik OH
grubunun belirlenmesine dayanan bir protein miktar belirleme yontemidir (Lowry, et al.,
1951).

Ayrraglar:

Ayirag A: %2 Na,CO; ( 0.1 N NaOH i¢inde):

0.4 gr NaOH

2 gr Na2COs

100 ml distile su

Ayirac B: %2 Na-K tartarat, %1 CuSO4 ve Ayirac A karigimi:

%?2’lik Na-K ¢ozeltisi: 0,2 gr Na-K tartarat, 10 ml distile su

%1°lik CuSOs4¢ozeltisi: 1 gr CuSOs, 10 ml distile su

Karigim: 3 ml %2 Na-K tartarat + 3 ml CuSO4 +294 ml Ayirag A

Folin Ayiraci (2 N): Hazir folinden ayarlandi

Bovin Serum Albumin (BSA) ¢ozeltisi (1 mg/ml):

10 mg BSA, 10 ml salin (%0.9) i¢cinde BSA standardi hazirlandi.

KCl ¢ozeltisi (0,15 M):

11,18 gr KCI, 1000 ml distile su
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Doku homojenati: 0,5 gr doku tartilarak 5 ml 0,15 M KCl ¢ozeltisi icinde
homojenize edilerek %10’luk homojenat elde edildi. Daha sonra bu homojenat 1/40
oraninda salin ile seyreltildi.

Calisma Yontemi:

Numunelerin deney tiiplerinde hazirlanmast:

Kor Standart Ornek
Salin (0,1 ml) Salin (0,875 ml) Salin (0,05 ml)
Ayirag B (1 ml) Ayirag B (1 ml) Ayirag B (1 ml)
Folin ayirac1 (0,05 ml) BSA (0,125) Doku homojenati (0,05 ml)
Folin ayirac1 (0,05 ml) Folin ayirac1 (0,05 ml)

Hazirlanan tiipler 45 dakika karanlikta bekletildikten sonra 660 nm’de

absorbanslar1 okutuldu.

3.3.2.3. Doku Malondialdehid (MDA) Diizeyi Ol¢iimii

Prensip: MDA nin, tiyobarbitiiriik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucu olugsan pembe
renkli kompleksin spektrofotometrik olarak oOlglilerek MDA konsantrasyonunun tespit
edilmesi yontemidir (Beuge and Aust, 1978).

Ayrraglar:

Stok standart (10 mM): 10 mM’lik TEP (1,1,3,3 tetra etoksipropan) ¢ozeltisinden
0,1 ml alinir ve iizeri 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.

TBA-TCA-HCI aymraci: %15 (w/v) TCA, %0,375 (w/v) TBA, 0,25 N HCI
karigimai:

75 ml TCA (%100)

1,874 gr TBA

10,4 ml HCI (0.25 N)

500 ml distile su

KCl ¢ozeltisi (0,15 M)

Doku homojenat1 (%10): 0,5 gr doku tartilarak 5 ml 0,15 M KCI iginde
homojenize edildi.

Calisma yontemi:

Cozeltiler asagidaki miktarlarda tiiplere eklendi.
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Kor Standart 1 Standart 2 Ornek
KCl (1 ml) Distile su (0,75 ml) | Distile su (0,5 ml) KCI (0,75 ml)
Ayirag (2 ml) Calisma standard1 | Calisma standardi | Doku homojenati
(0,25 ml) (0,5 ml) (0,25 ml)
Ayirag (2 ml) Ayirag (2 ml) Ayirag (2 ml)

Reaksiyon karisimlar: 15 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Daha sonra 2500
xg’de 10 dakika santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Siipernatantlarin 535 nm’de absorbanslari

okundu. MDA konsantrasyonu nmol/100mg protein olarak hesaplandi.

3.3.2.4. Nitrik Oksit (NO) Diizeyi Ol¢iimii

Prensip: Aktiflestirilmis kadminyum graniilleri ile nitratin nitrite indirgenmesi
asamasindan sonra griess ile renklendirilen komplekslerin spektrofotometrik olarak
oOl¢iilerek NO- konsantrasyonunun tespit edilmesi yontemidir (Cortas and Wakid, 1990).

Ayrraglar:

Glisin-NaOH (pH=9,7 ve 0.2 M):

A= 1,877 gr glisin + 1,461 gr NaCl + 250 ml distile su

B=1 gr NaOH + 250 ml distile su

Karisim= 67,5 ml B ¢ozeltisi (NaOH) + 182,5 ml A ¢dzeltisi (Glisin)

Bakar siilfat (CuSQOy4) (100 mM):

Siilfanilamid:

1 gr siilfanilamid

100 ml %37’lik HCI (3 M)

N- Naphthylethylene daimine (NED) c¢ozeltisi:

0,02 gr NED

100 ml distile su

Griess ayraci:

100 ml Siilfanilamid + 100 ml NED karigimi (1:1)

Sodyum hidroksit (NaOH) cozeltisi (0,3N):

1,2 gr NaOH

100 ml distile su
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Cinko siilfat (ZnSQ,) cozeltisi (%5):

5 gr ¢inko stilfat

100 ml distile su

KCl ¢ozeltisi (0,15 M)

Doku homojenat1 (%10): 0,5 gr doku tartilarak 5 ml 0,15 M KCI iginde
homojenize edildi. Homojenat 400xg’de 10 dakika santrifiij edilir ve {iistteki siipernatant
deproteinizasyon isleminde kullanilir.

Kadminyumun (Cd) hazirlanmasi: Kadminyum graniilleri 0,2 M’lik siilfirik asit
icinde bekletilerek rediikte hale gelmesi saglandi. Siilfirik asit bosaltildiktan sonra bu
graniiller ii¢ kez su ile yikandi. Daha sonra 100mM’lik bakir siilfat ¢ozeltisinde yaklasik 2
dakika bekletildi. Son olarak 0,2 M Glisin-NaOH tamponu ile 3 kez yikandi.

Calisma Yontemi:

Deproteinizasyon islemi:

Homojenat (100ul) + ¢inko siilfat (300 ul) + ve NaOH (300 ul) + su (400 ul)
Karigim 10000xg’de 20 dakika santrifiij edildi. Buradan elde edilen siipernatantlar sonraki
asamada kullanildi.

Cozeltiler asagidaki miktarlarda tiiplere eklendi.

Birinci asama:

Kor Ornek
Glisin-NaOH (1 ml) Glisin-NaOH (1 ml)
Aktive edilmis Cd graniilleri | Deproteinize numune (0.5 ml)
25¢g)
Deiyonize su (1 ml) Aktive edilmis Cd graniilleri (2.5 g)

Deiyonize su (0.5 ml)

Tiipler agz1 kapatilarak, karanlikta 90 dakika bekletildi. Daha sonra 3000xg’de 3
dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanlar bir sonraki agamada kullanildi.
Ikinci asama:

Kor Ornek

Stipernatant (1 ml) Stipernatant (1 ml)

Griess ayiraci (1 ml) | Griess ayiraci (1 ml)
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Reaksiyon karigimlart karanlikta 45 dakika bekletildikten sonra 545 nm’de

absorbanslart okundu. NO konsantrasyonu umol/mg protein olarak hesaplandi.

3.3.2.5. Doku Glutatyon (GSH) Diizeyi Ol¢iimii (Ellman Yo6ntemi)

Prensip: 2-nitrobenzoik asidin (DTNB), ortamdaki siilfidril grubu bilesiklerlerle
rediikte olmasiyla ortaya ¢ikan koyu sar1 renkli bir kompleksin spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesi yontemidir. Elde edilen absorbans degeri GSH konsantrasyonu ile dogru
orantilidir (Ellman, 1959).

Ayrraglar:

Proteinsizlestirme ¢ozeltisi:

8,35 gr glasiyal meta fosforik asit

1 gr disodyum EDTA

150 gr NaCl

500 ml distile su

Disodyum fosfat ¢ozeltisi (0,3 M):

10,65 gr Na,HPO4

250 ml distile su

Ellman renk ayiraci:

40 mg DTNB

100 ml %1°1ik sodyum sitrat

GSH standarti (0,1 mg/ml):

1 mg glutatyon

10 ml distile su

KCl ¢ozeltisi (0,15 M)

Doku homojenat1 (%10): 0,5 gr doku tartilarak 5 ml 0,15 M KCI iginde
homojenize edildi.

Calisma Yontemi:

Cozeltiler asagidaki miktarlarda tiiplere eklendi.
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Birinci asama:

Kor Standart Ornek
KCI (2 ml) KCI (1,5 ml) KCI (1,5 ml)
Proteinsiz. ¢6z. (3 ml) GSH (0,5 ml) Homojenat (0.5 ml)

Proteinsiz. ¢6z. (3 ml) | Proteinsiz. ¢6z. (3 ml)

Tiipler agz1 kapatilarak 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen

slipernatanlar bir sonraki asamada kullanildi.

Ikinci asama:

Kor Standart Ornek

Stipernatant (0,5 ml) Stipernatant (0,5 ml) Stipernatant (0,5 ml)

Na,HPOy, ¢ozeltisi (2 ml) | Na,HPO, ¢ozeltisi (2 ml) | Na,HPO4 ¢6z. (2 ml)

Ellman ayiraci (0,5 ml) Ellman ayiract (0,5 ml) Ellman ayiraci (0,5 ml)

Tiipler karistirildiktan sonra 412 nm’de absorbanslar okundu. GSH konsantrasyonu

nmol/mg protein olarak hesaplandi.

3.3.2.6. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Ol¢iimii

Prensip: SOD aktivitesi ile iiretilen siiperoksid anyonunun nitrobluetetrazolium

(NBT)’u indirgemesi prensibine dayanan bir testtir (Sun et al., 1988). Bu reaksiyonun

inhibisyonundan sonra absorbanslar okunarak enzim aktiviteleri hesaplandi.

Ayrraglar:

Reaksiyon karisimi:

Na,COs (0,4 M): 4,5 gr NayCOs, 100 ml distile suda ¢oziildi

Disodyum EDTA (0,6 M): 0,0192 gr disodyum EDTA, 100 ml distile suda ¢oziildii

Ksantin (0,3 mM): 0,004 gr ksantin, 100 ml distile suda ¢oziildii

NBT (nitrobluetetrazolium) (0,15 mM): 0,0053 gr NBT, 50 ml distile suda ¢oziildi

BSA (1 gr/L): 0,0215 gr BSA, 25 ml distile suda ¢6ziildii

Karigim: 24 ml Na,CO; + 40 ml disodyum EDTA + 80 ml ksantin + 40 ml NBT +

12 ml BSA

Ksantin oksidaz(0,2 U/ml): Ksantin oksidaz ve amonyum siilfat karigimidir

A= Amonyum siilfat (2 M): 5,28 gr amonyum siilfat, 20 ml distile suda ¢oziildii.
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B= Ksantin oksidaz ¢6zeltisi: 0,2 U/ml hazirlamak i¢in

50 ul ksantin oksidaz (57 mg protein/ml) + 8,55 ml amonyum siilfat

CuCl; cozeltisi (6 mM): 0,004 g bakir kloriir, 50 ml distile suda ¢oziildi

KCl ¢ozeltisi (0,15 M)

Doku homojenat1 (%10): 0,5 gr doku tartilarak 5 ml 0,15 M KCI iginde
homojenize edildi. Daha sonra 600xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatantlar
almarak 10000xg’de 20 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatantlar ¢alisma icin
kullanildi.

Calisma Yontemi:

Cozeltiler asagidaki miktarlarda tiiplere eklendi.

Birinci asama:

Kor Ornek
Reaksiyon karigimi (1 ml) Reaksiyon karigimi (1 ml)
Distile su (0,1 ml) Homojenat (0,05 ml)

Reaksiyon karisimlar1 25 °C’de 10 dakika bekletildi
Ikinci asama: Tiiplere asagidaki ¢ozeltiler eklendi.

Kor Ornek
Ksantin oksidaz (0,005 ml) Ksantin oksidaz (0,005 ml)

Reaksiyon karisimlar1 25°C’de 20 dakika bekletildi

Uciincii asama: Tiiplere asagidaki ¢ozeltiler eklendi.

Kor Ornek
CuCl; ¢ozeltisi (0,1 ml) CuCl; ¢ozeltisi (0,1 ml)

Reaksiyon karigimlart 20 dakika bekletildikten sonra 560 nm’de absorbanslari
okundu. NBT rediiksiiyonunu %50 inhibe eden enzim miktar1 enzim aktivitesini

gostermektedir ve mg basina {inite (U/mg) olarak hesaplandi.

3.3.2.7. Konjuge Dien Diizeyi Ol¢iimii

Ayrraglar:
Kloroform/Metanol karisimi (2:1)
Nz (Azot) buhart
Siklohekzan
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KClI ¢ozeltisi (0,15 M)

Doku homojenat1 (%10): 0,5 gr doku tartilarak 5 ml 0,15 M KCI iginde
homojenize edildi.

Calisma Yontemi:

Cozeltiler asagidaki miktarlarda tiiplere eklendi.

Birinci asama: Homojenat (5 ml) + kloroform/metanol karisimi (5 ml)

Elde edilen karisim silizge¢ kagidindan siiziildi

Ikinci asama: 2’ser ml’lik siiziintii topland1 ve azot buhar1 verilerek uguruldu.
Ceperlere yapisan madde calisildi.

Uciincii asama: Tiiplere 3’er ml siklohekzan eklendi ve ceperdeki maddelerin
siklohekzan fazina gegmesi saglandi. Orneklerin 233 nm dalga boyunda absorbanslart
okundu.

3.3.2.8. Biyokimyasal Verilerin Istatistiksel Analizi

Biyokimya testlerinin sonug¢lariin istatiktiksel degerlendirilmesinde SPSS 13.0
istatistik programi kullanildi. Veriler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edildi.
Gruplarin homojenizasyonunun belirlenmesinde One-Way-ANOVA testi kullanildi. Tim
verilerin normal dagilima uygunluklarinin belirlenmesinde Kolmogrov Smirnov testi
kullanildi. Bagimsiz gruplarin parametrelerinin karsilastirilmasinda 6ncelikle Kruskall
Wallis tek yonlii varyans analizi uygulandi ve anlamliliklar test edildi. Kruskall Wallis’e
gbre anlamli bulunan gruplar arasinda Mann Whitney U testi uyguland:. Istatistiklerin

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kemik iligi Hiicreleri Kromozom Anomali Bulgular

Kontrol ve deney gruplarinda incelenen yapisal kromozom anomalileri ve anormal
metafaz verileri normal dagilima sahip olmadigi ve homojen dagilmadig: i¢in gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlilia non-parametrik test olan Kruskal Wallis ANOVA testi
ile bakildi. Iki grup arasindaki kromozomal anomali frekanslarinin karsilastirilmasinda ise
Mann Whitney U testi kullanildi. Toplam kromozom anomalileri ile ilgili veri elde
edilmesinde kromatid ve izokromatid tipi kiriklar, kompleks exchange, triraial ve

quadriradial figiirler hesaba katilirken gaplar bunun i¢inde degerlendirilmedi.

4.1.1. DXR, DXR+RES ve Kontrol Gruplarinin Karsilastirilmasi

Yaptigimiz ¢alismada, Kruskal Wallis ANOVA testine gore; kromatid tipi kirik,
kompleks exchange, triradial figiir ve qudriradial figiir degerlerinde; kontrol, RES12,50,
RES25, DXR, DXR+RES12,50 ve DXR+RES25 kombinasyon gruplari arasinda hem
%0,1’lik hem de %5’lik seviyede anlamlilik bulundu (p<0,001, p<0,05). Bu sonuglar;
kontrol, RES12,50, RES25, DXR, DXR+RES12,50 ve DXR+RES25 kombinasyon
gruplarindaki kromatid tip kirik, kompleks exchange, tri ve quadriradial figiir degerlerinin
onemli derecede farkli oldugunu gdstermektedir. Izokromatid tip kirik degerleri acisindan
bakildiginda; RES12,50, RES25, DXR, DXR+RES12,50 ve DXR+RES25 kombinasyon
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goériilmedi (p>0,05). Bu sonuglar;
kontrol, RES12,50, RES25, DXR ve DXR+RES12,50 ve DXR+RES25 kombinasyon
gruplarindaki izokromatid tip kirik degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadigini géstermektedir.

Kruskal Wallis ANOVA testine gore anlamlilik gosteren gruplarin Mann Whitney
U testine gore karsilastirilmasi:

Kromatid tipi kirik degerlerinin karsilastirllmasi: DXR grubu ile saglikh
kontrol, RES12,50 ve RES25 gruplart karsilastirildiginda kromatid tip kirik degerleri
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,003, p=0,003, p=0,002). DXR+RES12,50
grubundaki kromatid kiriklar, DXR grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunurken
(p=0,029); kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(p=0,003). DXR+RES25 grubundaki kromatid kiriklari, DXR grubuyla karsilastirildiginda
anlamli diizeyde diisiik bulunurken (p=0,004); kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli
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diizeyde yiiksek bulundu (p=0,003). DXR+RES25 grubu, DXR+RES12,50 grubuyla
karsilastirildiginda kromatid kiriklart anlamli diizeyde diisiik bulundu (p=0,005).

Kompleks exchange degerlerinin karsilastirilmasi: DXR grubu ile sagliklh
kontrol, RES12,50 ve RES25 gruplarn karsilastirildiginda kompleks exchange degerleri
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,002, p=0,002, p=0,002). DXR+RES12,50
grubu ile DXR grubu karsilastirildiginda kompleks exchange degerlerinde anlamli bir
farklilik bulunmazken (p>0,05); kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli diizeyde
yiiksek bulundu (p=0,002). DXR-+RES25 grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
kompleks exchange degerleri anlamli diizeyde yiiksek bulunurken (p=0,002); DXR
grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir farklilik goézlenmedi (p>0,05). DXR+RES25
grubu, DXR+RES12,50 grubu ile karsilagtirildiginda, kompleks exchange degerleri
anlamli diizeyde diisiik bulundu (p=0,015).

Triradial figiir degerlerinin karsilastirllmasi: DXR grubu ile saglikli kontrol,
RES12,50 ve RES25 gruplarn karsilastirildiginda triradial figiir degerleri anlamli diizeyde
yiiksek bulundu (sirastyla p=0,007, p=0,007, p=0,007). DXR+RES12,50 grubu ile DXR
grubu karsilastirildiginda, triradial figlir degerlerinde anlamli bir farklilik bulunmazken
(p>0,05), kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p=0,002).
DXR+RES25 grubu kontrol grubuyla karsilagtirildiginda triradial figiir degerleri anlaml
diizeyde yiiksek bulunurken (p=0,002), DXR grubuyla karsilagtirildiginda anlamli bir
farklilik  gozlenmedi (p>0,05). DXR+RES25 grubu, DXR+RES12,50 grubu ile
karsilastirildiginda, triradial figiir degerlerinde anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

Quadriradial figiir degerlerinin karsilastirlmasi: DXR grubu ile saglikli
kontrol, RES12,50 ve RES25 gruplan karsilagtirildiginda quadriradial figiir degerleri
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,002, p=0,002, p=0,002). DXR+RES12,50
grubu ile DXR grubu karsilastirildiginda, quadriradial figlir degerlerinde anlamli bir
farklilik bulunmazken (p>0,05); kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli diizeyde
yiksek bulundu (p=0,02). DXR+RES25 grubu DXR grubuyla karsilastirildiginda
quadriradial figiir degerleri anlamli diizeyde diisiik bulunurken (p=0,019); kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik goézlenmedi (p>0,05). DXR+RES25 grubu,
DXR+RES12,50 grubu ile karsilagtirildiginda quadriradial figiir degerlerinde anlamli bir
farklilik gézlenmedi (p>0,05).

Toplam kromozom anomalisi degerlerinin karsilastirilmasi: Toplam kromozom
anomalisi degerleri, DXR grubu ile saglikli kontrol, RES12,50 ve RES25 gruplarn

karsilastirildiginda anlamli  diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,003, p=0,003,
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p=0,002). DXR+RES12,50 grubu ile DXR grubu karsilastirildiginda toplam kromozom
anomalisi degerlerinde anlamli bir farklilik bulunmazken (p>0,05); kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p=0,003). DXR+RES25 grubu DXR
grubuyla karsilastirildiginda toplam kromozom anomalisi degerleri anlamli diizeyde diisiik
bulunurken (p=0,004); kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (p=0,003). DXR+RES25 grubu, DXR+RES12,50 grubu ile karsilagtirildiginda
toplam kromozom anomalisi degerleri anlamli diizeyde diisiik bulundu (p=0,006).

Toplam anormal metafaz degerlerinin karsilastirilmasi: Toplam anormal
metafaz degerleri, DXR grubu ile saglikli kontrol, RES12,50 ve RES25 gruplan
karsilastirildiginda anlamli  diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,003, p=0,003,
p=0,002). DXR+RES12,50 grubu ile DXR grubu karsilagtirildiginda toplam anormal
metafaz degerlerinde anlamli bir farklilik bulunmazken (p>0,05); kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda anlaml diizeyde yiiksek bulundu (p<0,003). DXR+RES25 grubu, DXR
grubuyla karsilastirildiginda, toplam anormal metafaz degerleri anlamh diizeyde diisiik
bulunurken (p=0,005); kontrol grubuyla karsilagtirildiginda anlamli bir diizeyde yiiksek
bulundu (p=0,003). DXR+RES25 grubu, DXR+RES12,50 grubu ile karsilagtirildiginda
toplam anormal metafaz degerleri anlamli diizeyde diisiik bulundu (p=0,01).

Mitotik indeks verilerinin karsilastirilmasi: DXR grubu ile saglikli kontrol,
RES12,50 ve RES25 gruplari karsilastirildiginda mitotik indeks verileri anlamli diizeyde
diisiik bulundu (p<0,05). DXR+RES12,50 grubu ile DXR grubu karsilagtirildiginda mitotik
indeks verilerinde anlamli bir farklilik bulunmazken (p>0,05); kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlaml diizeyde diisiik bulundu (p<0,05). DXR+RES25 grubu ile DXR
grubu karsilastirildiginda mitotik indeks verileri anlamli diizeyde yiiksek bulunurken
(p<0,05); kontrol grubuyla karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).
DXR+RES25 grubu ile DXR+RES12,50 grubu karsilastirildiginda mitotik indeks verileri
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05).

DXR ve kombinasyon gruplarina ait yapisal kromozom anomalilerin sayilari,
toplam kromozom anomalileri ve anormal metafaz degerleri ile bunlarin standart sapmalari
Tablo 4.1°’de verilmektedir. Kontrol ve deney gruplarinda goriilen gap, kromatid tipi ve
izokromatid tipi kirik, kompleks exchange, triradial figiir, qudriradial figiir, toplam yapisal
kromozom anomalileri ile anormal metafaz frekanslarinin Mann Whitney U testi (p<0,05)

kullanilarak karsilastirilmasi Tablo 4.2.a ve Tablo 4.2.b.’de verilmektedir.
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4.1.2. cDDP, cDDP+RES ve Kontrol Gruplarmmin Karsilastirilmasi

Kruskal Wallis ANOVA testine gore; kromatid tipi kirik, kompleks exchange,
toplam kromozom anomalileri ve toplam anormal metafaz degerleri agisindan
bakildiginda; RES12,50, RES25, cDDP ¢cDDP+RES12,50 ve cDDP+RES25 kombinasyon
gruplart arasinda %0,1’°lik seviyede anlamlilik bulundu (p<0,001). Bu sonuglar; kontrol,
RES12,50, RES25, c¢cDDP ve cDDP+RES12,50 ve cDDP+RES25 kombinasyon
gruplarindaki kromatid tip kirik, kompleks exchange, toplam kromozom anomalileri ve
toplam anormal metafaz degerlerinin 6nemli derecede farkli oldugunu gostermektedir.
Izokromatid tip kirik, triradial figiir ve quadriradial figiir degerleri agisindan; RES12,50,
RES25, cDDP c¢DDP+RES12,50 ve cDDP+RES25 kombinasyon gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (p>0,05). Bu sonuglar; kontrol,
RES12,50, RES25, ¢cDDP ve ¢cDDP+RES12,50 ve ¢cDDP+RES25 kombinasyon gruplari
arasinda; izokromatid tip kirik, triradial figlir ve quadriradial figlir anomali degerleri
acisindan 6nemli derecede farklilik olmadigini gostermektedir.

Kruskal Wallis ANOVA testine gore, anlamlilik gosteren gruplarin Mann Whitney
U testine gore karsilastirilmast;

Kromatid tip kiriklarin karsilastirilmasi: Kromatid tipi anomali degerleri, cDDP
grubu ile saglikli kontrol, RES12,50 ve RES25 gruplart karsilastirildiginda anlamli
diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,003, p=0,003, p=0,002). cDDP+RES12,50
grubunda, cDDP grubuna gore kromatid kiriklar1 anlamli diizeyde diisiik bulunurken
(p=0,006); kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(p=0,003). ¢cDDP+RES25 grubu, cDDP grubuyla karsilastirildiginda kromatid kiriklari
anlaml diizeyde diisiik bulunurken (p=0,004); kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlaml
diizeyde yiiksek bulundu (p=0,019). cDDP+RES25 grubu ile DXR+RES12,50 grubu
karsilastirildiginda kromatid kiriklart anlamli diizeyde diisiik bulundu (p=0,012).

Kompleks exchange degerlerinin karsilastirilmasi: Kompleks exchange
degerleri, cDDP grubunda saglikli kontrol, RES12,50 ve RES25 gruplarina gore anlamh
diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,002, p=0,002, p=0,002). cDDP+RES12,50 grubu,
cDDP grubu ile karsilagtirildiginda kompleks exchange degerlerinde anlamli bir farklilik
bulunmazken (p>0,05); kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(p=0,007). cDDP+RES25 grubu, cDDP grubuyla karsilastirildiginda kompleks exchange
degerleri anlamli  diizeyde diisik bulunurken (p=0,013); kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik goézlenmedi (p>0,05). ¢cDDP+RES25 grubu,
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cDDP+RES12,50 grubu ile karsilastirildiginda kompleks exchange degerlerinde anlamli
bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

Toplam kromozom anomalisi degerlerinin karsilastirilmasi: Toplam kromozom
anomalisi degerleri, cDDP grubunda, saglikli kontrol, RES12,50 ve RES25 gruplarina gore
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,003, p=0,003, p=0,002). cDDP+RES12,50
grubu ile cDDP grubu karsilastirildiginda toplam kromozom anomalisi degerleri anlamli
olarak diisiik bulunurken (p=0,005); kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli diizeyde
yiiksek bulundu (p=0,003). cDDP+RES25 grubu, cDDP grubuyla karsilastirildiginda
toplam kromozom anomalisi degerleri anlamli diizeyde diisiik bulunurken (p=0,016);
kontrol grubuyla karsilagtirildiginda anlamhi  bir farklilik gdzlenmedi (p>0,05).
cDDP+RES25 grubu, cDDP+RES12,50 grubu ile karsilagtirildiginda toplam kromozom
anomalisi degerlerinde anlamli bir farklilik gozlenmedi (p>0,05).

Toplam anormal metafaz degerlerinin karsilastirilmasi: Toplam anormal
metafaz degerleri, cDDP grubunda, saglikli kontrol, RES12,50 ve RES25 gruplarina gore
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,003, p=0,003, p=0,002). cDDP+RES12,50
grubu ile cDDP grubu karsilastirildiginda toplam anormal metafaz degerleri anlamli olarak
diisiik bulunurken (p=0,004); kontrol grubuyla karsilagtirildiginda anlaml diizeyde yiiksek
bulundu (p=0,003). cDDP+RES25 grubu, cDDP grubuyla karsilastirildiginda toplam
anormal metafaz degerleri anlamli diizeyde diisiik bulunurken (p=0,004); kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik goézlenmedi (p>0,05). ¢cDDP+RES25 grubu,
cDDP+RES12,50 grubu ile karsilastirildiginda toplam anormal metafaz degerleri anlamh
diizeyde diisiik bulundu (p=0,011).

Mitotik indeks verilerinin karsilastirilmasi: cDDP grubu ile saglikli kontrol,
RES12,50 ve RES25 gruplari karsilastirildiginda mitotik indeks verileri anlamli diizeyde
diisiik bulundu (p<0,05). cDDP+RES12,50 grubunda, cDDP grubuna gore mitotik indeks
verileri anlaml diizeyde yiiksek bulunurken (p<0,05); kontrol grubuyla karsilagtirildiginda
anlaml bir farklilik gézlenmedi (p>0,05). cDDP+RES25 grubu mitotik indeks verileri
cDDP grubuyla karsilastirildiginda anlamli diizeyde yliksek bulunurken (p<0,05); kontrol
grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05). cDDP+RES12,50 ve
cDDP+RES25 gruplarn karsilastirildiginda ise anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

cDDP ve kombinasyon gruplarina ait yapisal kromozom anomalilerin sayilari,
toplam kromozom anomalileri , toplam anormal metafaz degerleri ve bunlarin standart
sapmalar1 Tablo 4.3°de verilmektedir. Kontrol ve deney gruplarinda goriilen gap, kromatid

tipi ve izokromatid tipi kirik, kompleks exchange, triradial figiir, qudriradial figiir, toplam
47



yapisal kromozom anomalileri ve toplam anormal metafaz frekanslarinin Mann Whitney U

testi (p<0,05) kullanilarak karsilagtirilmasi Tablo 4.4.a ve Tablo 4.4.b’de verilmektedir.

4.1.3. Kontrol Gruplarmin Karsilastirilmasi

Kontrol grubundaki hayvanlarin kemik iligi hiicrelerine ait kromozomlar,
RES12,50 ve RES25 gruplan ile karsilastirildiginda tiim yapisal kromozom anomalileri,
toplam kromozom anomalileri ve anormal metafaz degerleri ile mitotik indeks verileri
acisindan anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Aymi sekilde RES12,50 grubu ile
RES25 grubu karsilastirildiginda da anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

4.2. Kalp, Karaciger ve Bobrek Dokularina Ait Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Kalp Dokusu MDA, CD, NO, GSH Diizeyleri ve SOD Aktiviteleri
4.2.1.1. DXR, DXR+RES ve Kontrol Gruplarinin Karsilastirilmasi

DXR grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA, CD ve NO diizeyleri
anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p= 0,004, p=0,01, p=0,025); GSH diizeyleri ve
SOD aktiviteleri anlamli olarak diisiik bulundu (sirasiyla p=0,004, p=0,004).

DXR+RES12,50 kombinasyon grubu, DXR grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA
diizeyleri anlaml olarak diigiik bulunurken (p= 0,006); GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri
anlamli olarak yiiksek bulundu (sirastyla p=0,006, p=0,006). CD diizeyleri bakimindan ise
DXR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdzlenmedi (p>0,05).

DXR+RES25 kombinasyon grubu, DXR grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA ve
NO diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken (sirasiyla p=0,025, p=0,04); GSH diizeyleri
ve SOD aktiviteleri anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,004, p=0,004). CD
diizeyleri bakimindan ise DXR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gbzlenmedi (p>0,05).

DXR+RES12,50 kombinasyon grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku
MDA, CD ve NO diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p=0,002, p=0,006,
p=0,018); GSH diizeyleri anlamli olarak diisiik bulundu (p=0,028). SOD aktivitelerinde ise
anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

DXR+RES25 kombinasyon grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA
ve CD diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p=0,004, p=0,016); GSH
diizeyleri anlamli olarak diisiik (p=0,037) bulundu. NO diizeylerinde ise anlamli bir
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farklilik gozlenmedi (p>0,05). SOD aktiviteleri bakimindan ise kontrol grubuna gore
anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

DXR+RES25 kombinasyon grubu, DXR+RES12,50 kombinasyon grubuyla
kiyaslandiginda doku MDA, CD, GSH diizeyleri ve SOD aktivitelerinde anlamli bir
farklilik gézlenmezken (p>0,05); NO diizeyleri anlaml diizeyde diisiik bulundu (p=0,018).

4.2.1.2. cDDP, cDDP+RES ve Kontrol Gruplarinin Karsilastirilmasi

cDDP grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA, CD ve NO diizeyleri
anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p= 0,004, p=0,01, p=0,025); GSH diizeyleri ve
SOD aktiviteleri anlamli olarak diisiik bulundu (sirasiyla p=0,004, p=0,004).

cDDP+RES12,50 kombinasyon grubu, cDDP grubuyla kiyaslandiginda, doku
MDA diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken (p= 0,004); GSH diizeyleri ve SOD
aktiviteleri anlaml1 olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,004, p=0,004), CD diizeylerinde
ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05). NO diizeyleri bakimidan
ise cDDP ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goézlenmedi (p>0,05).

cDDP+RES25 kombinasyon grubu, cDDP grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA,
CD ve NO diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken (sirasiyla p=0,004, p=0,025,
p=0,004); GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla
p=0,004, p=0,004).

cDDP+RES12,50 kombinasyon grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku
MDA ve CD diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p= 0,004, p=0,025);
GSH diizeyleri anlamli olarak diisiik bulundu (p=0,016). NO diizeyleri ve SOD aktiviteleri
bakimindan ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

cDDP+RES25 kombinasyon grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku GSH
diizeyleri anlaml diizeyde diisiik bulunurken (p=0,025); doku MDA, CD ve NO diizeyleri
ve SOD aktiviteleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilhik goézlenmedi
(p>0,05).

cDDP+RES25 grubu cDDP+RES12,50 grubuyla kiyaslandiginda doku MDA, GSH
diizeyleri ve SOD aktivitelerinde anlamli bir farklilik gézlenmezken (p>0,05); CD ve NO
diizeyleri anlamli olarak diisiik bulundu (sirasiyla p=0,037, p=0,021).

Tiim gruplara ait kalp dokusu MDA, CD, NO, GSH diizeyleri ve SOD aktivite

ortalamalar1 ve standart sapmalar1 (SD) Tablo 4.5’de verilmistir.
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4.2.2. Karaciger Dokular1 MDA, CD, NO, GSH Diizeyleri Ve SOD Aktiviteleri
4.2.2.1. DXR, DXR+RES ve Kontrol Gruplarinin Karsilastirilmasi

DXR grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA, CD ve NO diizeyleri
anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirastyla p= 0,004, p=0,016, p=0,004); GSH diizeyleri
ve SOD aktiviteleri anlamli olarak diisiik bulundu (sirastyla p=0,004, p=0,004).

DXR+RES12,50 kombinasyon grubu, DXR grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA,
CD ve NO diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken (sirasiyla p=0,006, p=0,017,
p=0,044); GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla
p=0,006, p=0,045).

DXR+RES25 kombinasyon grubu, DXR grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA,
CD ve NO diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken (sirasiyla p=0,004, p=0,007,
p=0,004); GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla
p=0,004, p=0,004).

DXR+RES12,50 kombinasyon grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku
MDA ve NO diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p= 0,006, p=0,018);
GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri anlamli olarak diisiik bulundu (sirasiyla p=0,028,
p=0,011). CD diizeyleri bakimindan ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p>0,05).

DXR+RES25 kombinasyon grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA
diizeyleri anlamli olarak diigiik bulunurken (p=0,004); NO diizeyleri anlaml1 olarak yiiksek
bulundu (p=0,025). GSH ve CD diizeyleri ve SOD aktiviteleri bakimindan ise istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gozlenmedi (p>0,05).

DXR+RES25 kombinasyon grubu, DXR+RES12,50 kombinasyon grubuyla
kiyaslandiginda doku CD, NO, GSH diizeylerinde anlamli bir farklilhik goézlenmezken
(p>0,05); doku MDA diizeyleri anlamli olarak diisiik (p=0,006), SOD aktiviteleri ise
anlaml diizeyde yiiksek bulundu (p=0,011).

4.2.2.2. cDDP, cDDP+RES ve Kontrol Gruplarinin Karsilastirilmasi

cDDP verilen hayvanlarin karaciger dokusu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda,
doku MDA, CD ve NO diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirastyla p= 0,004,
p=0,002, p=0,004); GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri anlamli olarak diisiik bulundu
(swrastyla p=0,004, p=0,004).
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cDDP+RES12,50 kombinasyon grubundaki hayvanlarin karaciger dokusu, cDDP
grubuyla kiyaslandiginda doku MDA, CD ve NO diizeyleri anlamli diizeyde diisiik
bulunurken (sirasiyla p=0,004, p=0,010, p=0,004); SOD aktiviteleri anlamli diizeyde
yiiksek bulundu (p=0,016). GSH diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gbzlenmedi (p>0,05).

cDDP+RES25 wverilen hayvanlarin  karaciger dokusu, c¢DDP grubuyla
kiyaslandiginda, doku MDA, CD ve NO diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken
(swrastyla p=0,004, p=0,004, p=0,004); GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri anlamli diizeyde
yiiksek bulundu (sirastyla p=0,006, p=0,004).

cDDP+RES12,50 verilen hayvanlarin karaciger dokulari, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, doku MDA diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken (p=0,004); GSH
diizeyleri ve SOD aktiviteleri anlamli diizeyde diisiik bulundu (sirasiyla p=0,006,
p=0,006). CD ve NO diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p>0,05).

cDDP+RES25 grubu karaciger dokulari, kontrol grubuyla kiyaslandiginda sadece
doku GSH diizeyleri anlamli diizeyde diisiikk bulunurken (p=0,037); MDA, CD, NO
diizeyleri ve SOD aktivitelerinde anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

cDDP+RES25 verilen hayvanlarin karaciger dokusu, cDDP+RES12,50 grubuyla
kiyaslandiginda doku GSH diizeylerinde anlamli bir farklilik gézlenmezken (p>0,05); doku
MDA, CD, NO diizeyleri anlamli olarak diisiik (sirasiyla p=0,004, p=0,016, p=0,016),
SOD aktiviteleri de anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,004).

Tilim gruplara ait karaciger dokusu MDA, CD, NO, GSH diizeyleri ve SOD aktivite

ortalamalar1 ve standart sapmalar1 (SD) Tablo 4.6’da verilmistir.

4.2.3. Bobrek Dokular1 MDA, CD, NO, GSH Diizeyleri Ve SOD Aktiviteleri

4.2.3.1. DXR, DXR+RES ve Kontrol Gruplarinin Karsilastirilmasi

DXR grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA, CD ve NO diizeyleri
anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p=0,004, p=0,006, p=0,002); GSH diizeyleri
ve SOD aktiviteleri anlamli olarak diisiik bulundu (sirastyla p=0,004, p=0,016).

DXR+RES12,50 kombinasyon grubu, DXR grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA
ve NO diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken (sirasiyla p=0,006, p=0,006); GSH
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diizeyleri anlaml olarak yiiksek bulundu (p=0,011). CD ve SOD aktiviteleri bakimindan
ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

DXR+RES25 kombinasyon grubu, DXR grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA ve
NO diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken (sirasiyla p=0,004, p=0,004); GSH
diizeyleri ve SOD aktiviteleri anlamli olarak anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,004,
p=0,03). CD diizeyleri bakimindan ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p>0,05).

DXR+RES12,50 kombinasyon grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku
MDA, CD ve NO diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p=0,006, p=0,043,
p=0,006); GSH diizeyleri anlaml olarak diisiik bulundu (p=0,006). Bununla birlikte SOD
aktivitelerinde anlamli diizeyde bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

DXR+RES25 kombinasyon grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku CD ve
NO diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p=0,046, p=0,004); MDA, GSH
diizeyleri ve SOD aktiviteleri bakimindan ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gbzlenmedi (p>0,05).

DXR+RES25 kombinasyon grubu, DXR+RES12,50 kombinasyon grubuyla
kiyaslandiginda doku MDA, CD, NO, GSH diizeyleri ve SOD aktivitelerinde anlamli bir
farklilik gézlenmedi (p>0,05).

4.2.3.2. cDDP, cDDP+RES ve Kontrol Gruplarinin Karsilastirilmasi

cDDP grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA, CD ve NO diizeyleri
anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p=0,004, p=0,006, p=0,004); GSH diizeyleri
ve SOD aktiviteleri anlamli anlamli olarak diisiik bulundu (sirasiyla p=0,006, p=0,016).

cDDP+RES12,50 kombinasyon grubu, cDDP grubuyla kiyaslandiginda, doku
MDA, CD ve NO diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken (sirasiyla p=0,004, p=0,037,
0,004); GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri anlamli olarak yiiksek bulundu (sirastyla p=
0,004, p=0,010).

cDDP+RES25 kombinasyon grubu, cDDP grubuyla kiyaslandiginda, doku MDA,
CD ve NO diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken (sirasiyla p=0,004, p=0,006,
p=0,004); GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=
0,004, p=0,004).

cDDP+RES12,50 kombinasyon grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku
MDA, CD ve NO diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p=0,004, p=0,006,
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p=0,004); GSH diizeyleri anlamli olarak diisiik bulundu (p=0,006). SOD aktiviteleri
bakimindan ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05)

cDDP+RES25 kombinasyon grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, doku GSH
diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunurken (p=0,016); doku MDA, CD, NO diizeyleri ve
SOD aktiviteleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

cDDP+RES25 kombinasyon grubu, cDDP+RES12,50 kombinasyon grubuyla
kiyaslandiginda doku MDA, CD, NO diizeyleri anlaml olarak diisiik bulundu (sirasiyla
p=0,006, p=0,037, p=0,010). Bununla birlikte GSH diizeyleri ve SOD aktivitelerinde
anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

Tiim gruplara ait bobrek dokusu MDA, CD, NO, GSH diizeyleri ve SOD aktivite

ortalamalar1 ve standart sapmalar1 (SD) Tablo 4.7°de verilmistir.

4.2.4. Saghkh Kontrol ve Resveratrol Kontrol Gruplarimin Karsilastirilmasi

MDA, CD, NO ve GSH diizeyleri ile SOD aktivitelerinde, RES25 veya RES12,50
gruplarindaki hayvanlarin kalp, karaciger ve bobrek dokulart kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda anlaml diizeyde bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Ayn1 sekilde MDA, CD,
NO ve GSH diizeyleri ile SOD aktiviteleri agisindan RES12,50 grubunun kalp, karaciger
ve bobrek dokulart RES25 grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmadi
(p>0,05).
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Tablo 4.1. DXR, DXR+RES kombinasyon ve kontrol gruplarindaki si¢anlarin kemik iligi hiicrelerinde gbzlenen yapisal kromozom

anomali ¢esit ve say11ar1 MI (%), toplam kromozom anomali ile anormal metafaz ortalamalar frekanslari

Grunlar Mi(%)=SD Gap | Kinklar | KE | TF | QF | TK | TKO=SD | AMO+SD | %TKO
P (Ortanca) K IK (Ortanca) | (Ortanca) | Azalma
0,17=041 |0,17 0,41
Kontrol | 2,68 = 0,69 (2,95) 2 1 0 o | o | o |1 0.00) (0.00)
033+0,52 | 0,33 0,52
RES12,50 | 2,71 = 0,80 (2,95) 3 2 0 oo | o |2 0.00) 0.00)
0,0+ 0,00 | 0,0=0,00
RES25 | 2,73 +0,62 (2,75) 1 0 0 o | o] o |o 0.00) 0.00)
a 41,00 =8,15 | 25,33+3,93
DXR | 0,88 = 0,30(0,75) 13 | 158 | 2 | 63 | 14 | 9 |246 (38.50)° (26.50)°
DXR
a 35,50 6,35 | 23,50+2,43
+ 0,98 + 0,19 (1,05) 8 | 122 1 | 63 |20 | 7 [213 (37.507 Gaoor | 1341
RES12,50
DXR
+ 1,57 0,19 (1,50 | 10 | 61 | 1 | 37 | 20 | 3 |122 |?20:33=3:44 116,66=3.39 | 5,
RES25 (20,50Y**° | (16,50)*"

Gaplar hesaplanmistir fakat toplam kromozom aberasyonlar1 hesaplamalarina eklenmemistir. Her hayvanda ytiz hiicre, toplamda her
grup igin 600 hiicre analiz edilmistir. DXR; Doksorubisin, RES; Resveratrol, SD; Standart sapma, MI; Mitotik Indeks, K Kromatid
Kirik, /K; 1zokromatid Kirik, KE; Kompleks Exchange, T, F; Triradial Figiir, OF; Quadriradial Figiir, 7K; Toplam Kromozom
Anoma1151 TKO; Toplam Kromozom Anomali Ortalamasi, AMO; Toplam Anormal Metafaz Ortalamasi.
¢ Kontrol RESlZ 5 mg/kg bw ve RES25 mg/kg bw gruplarmdan istatistiksel olarak farkl (p<0,05)

® DXR (90 mg/kg bw) grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)
‘DXR + RES12,5 mg/kg bw grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)
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Tablo 4.2.a. DXR, DXR+RES kombinasyon ve kontrol gruplarindaki siganlarin kromozomlarindaki Gap, K, 1K,
KE, TF, QF, TK, TKO ve AMO frekanslarinin Mann Whitney U testi (p<0,05) kullanilarak karsilastirilmasi

Kruskal- DXR | DXR+RES12,5 | DXR+RES12,5 DXR DXR+RES12,5 Kontrol
Wallis ve ve ve ve ve ve
ANOVA | Kontrol DXR RES12,5 RES12,5 Kontrol RES12,5
Gap 0,((1))(;2 0,029(#) 0,241 0,030 (#) 0,046 (#) 0,014 (#) 0,575
K 0,000 (*) | 0,003(#) 0,029 (#) 0,003 (#) 0,003 (#) 0,003 (#) 0,523
IK 0,361 0,138 0,523 0,317 0,138 0,317 1,000
KE | 0,000 (*) | 0,002(#) 0,871 0,002 (#) 0,002 (#) 0,002 (#) 1,000
TF | 0,000 (*) | 0,007(#) 0,503 0,002 (#) 0,007 0,002 (#) 1,000
QF | 0,000 (*) | 0,002(#) 0,600 0,021 (#) 0,002 (#) 0,021(#) 1,000
TKO | 0,000 (*) | 0,003(#) 0,577 0,003 (#) 0,003 (#) 0,003(#) 0,523
AMO | 0,000 (*) | 0,003(#) 0,227 0,003 (#) 0,003 (#) 0,003(#) 0,523
* p<0,001
# p<0,05

p>0,05 (iligki istatistiksel olarak anlaml1 degil)
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Tablo 4.2.b. DXR, DXR+RES kombinasyon ve kontrol gruplarindaki siganlarin kromozomlarindaki Gap, K, iK, KE, TF,

QF, TK, TKO ve AMO frekanslarinin Mann Whitney U testi (p<0,05) kullanilarak karsilagtirilmasi

Kruskal- | Kontrol DXR DXR+RES25 | DXR+RES25 | DXR+RES25 | RES12,5 | DXR+RES25
Wallis ve ve ve ve ve ve ve
ANOVA | RES25 RES25 Kontrol RES25 DXR RES25 | DXR+RES12,5
Gap O,((I))32 0,523 0,016 (#) 0,011 (#) 0,005 (#) 0,457 0,241 0,465
K 0,000 (*) | 0,317 0,002 (#) 0,003 (#) 0,002 (#) 0,004 (#) 0,138 0,005 (#)
iK 0,361 1,000 0,138 1,000 1,000 0,138 1,000 0,317
KE 0,000 (*) 1,000 0,002 (#) 0,002 (#) 0,002 (#) 0,063 1,000 0,015 (#)
TF 0,000 (*) 1,000 0,007 (#) 0,002 (#) 0,002 (#) 0,188 1,000 0,807
QF 0,000 (*) 1,000 0,002 (#) 0,056 0,056 0,019 (#) 1,000 0,201
TKO | 0,000 (*) | 0,317 0,002 (#) 0,003 (#) 0,002 (#) 0,004 (#) 0,138 0,006 (#)
AMO | 0,000 (*) | 0,317 0,002 (#) 0,003 (#) 0,002 (#) 0,005 (#) 0,138 0,010 (#)
*p<0,001
# p<0,05

p>0,05 (iliski istatistiksel olarak anlamli degil)
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Tablo 4.3. cDDP, cDDP+RES kombinasyon ve kontrol gruplarindaki si¢anlarin kemik iligi hiicrelerinde gézlenen yapisal kromozom
anomali ¢esit ve sayilari, MI (%), toplam kromozom anomali ile anormal metafaz ortalamalar1 frekanslari

Gruolar Mi(%)=SD | Gap | Kiriklar | KE | TF | QF | TK | TKO=SD | AMO=zSD | %TKO
P (Ortanca) K IK (Ortanca) (Ortanca) | Azalma
0.17 =041 | 0,17 0,41
Kontrol | 2,68 = 0,69 (2.95) | 2 1o ool o1 (0.60] (.00}
033=0,52 | 033 =0,52
RESI2,50 |2,71:080295) | 3 | 2 | o | o | o | o | 2 0.00] 0.00)
0.0 0,00 | 0,0 = 0,00
RES25 | 273+0,62(275) | 1 ol o] oo o] o 5.00) ©.00)
. 0.67=2,58 | 8.83 = 1,47
DDP | 1,62:048(1,65" | 7 | 39 | 1 | 14| 3 | 1 | s8 6,007 3507
cDDP
+ 2,60:0,68(250° | 9 | 18 | o | 8 | 1 | 1 | 28 4’(37535,%7 4’(3301('))2’,93 51,72
RES12,50 : :
cDDP
+ 2,70£0.49 (2,70 | 3 g8 | 0 | 4 | 1 | 4 | 17 | B3RO | 1L67=13T | 9469
RES2S (2,00) (1,50)

Gaplar hesaplanmistir fakat toplam kromozom aberasyonlar1 hesaplamalarina eklenmemistir. Her hayvanda yiiz hiicre, toplamda her
grup i¢in 600 hiicre analiz edilmistir. cDDP; Sisplatin, RES; Resveratrol, SD; Standart sapma, MT; Mitotik Indeks, K; Kromatid Kirik,
IK; 1zokromatid Kirik, KE; Kompleks Exchange, TF; Triradial Figiir, OF; Quadriradial Figiir, TK; Toplam Kromozom Anomalisi,
TKO; Toplam Kromozom Anomali Ortalamasi, AMO; Anormal Metafaz Ortalamasi.

“Kontrol, RES12,5 mg/kg bw ve RES25 mg/kg bw gruplarindan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)

®cDDP (5,0 mg/kg bw) grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)

‘¢cDDP + RES12,5 mg/kg bw grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)
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Tablo 4.4.a. cDDP, cDDP+RES kombinasyon ve kontrol gruplarindaki siganlarin kromozomlarindaki Gap, K, 1K, KE,

TF, QF, TK, TKO ve AMO frekanslarinin Mann Whitney U testi (p<0,05) kullanilarak karsilastirilmasi

Kruskal- cDDP cDDP ¢cDDP+RES12,5 | ¢cDDP+RES12,5 | Kontrol ¢cDDP+RES12,5
Wallis ve ve ve ve ve ve
ANOVA | Kontrol | RES12,5 Kontrol cDDP RES12,5 RES12,5
P
Gap 0,212 0,368 0,601 0,058 0,505 0,575 0,116
K 0,000 (*) | 0,003 (#) | 0,003 (#) 0,003 (#) 0,006 (#) 0,523 0,003 (#)
IK 0,416 0,317 0,317 1,000 0,317 1,000 1,000
KE 0,000 (*) | 0,002 (#) | 0,002 (#) 0,007 (#) 0,094 1,000 0,007 (#)
TF 0,342 0,140 0,140 0,317 0,461 1,000 0,317
QF 0,671 0,317 0,317 0,317 1,000 1,000 0,317
TKO 0,000 (*) | 0,003 (#) | 0,003 (#) 0,003 (#) 0,005 (#) 0,523 0,003 (#)
AMO | 0,000 (*) | 0,003 (#) | 0,003 (#) 0,003 (#) 0,004 (#) 0,523 0,003 (#)
* p<0,001
# p<0,05

p>0,05 (iliski istatistiksel olarak anlamli degil)
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Tablo 4.4.b. cDDP, cDDP+RES kombinasyon ve kontrol gruplarindaki sicanlarin kromozomlarindaki Gap, K, iK, KE, TF, QF, TK,
TKO ve AMO frekanslarinin Mann Whitney U testi (p<0,05) kullanilarak karsilastirilmasi

Kruskal- | Kontrol | ¢DDP c¢cDDP+RES25 | cDDP+RES25 | ¢<DDP+RES25 | RES12,5 | ¢DDP+RES25
Wallis ve ve ve ve ve ve ve
ANOVA RES25 | RES25 cDDP Kontrol RES25 RES25 | ¢cDDP+RES12,5
(P
Gap 0,212 0,523 0,181 0,473 0,847 0,461 0,241 0,127
K 0,000 (*) 0,317 0,002 (#) 0,004 (#) 0,06 0,04 (#) 0,138 0,012 (#)
IK 0,416 1,000 0,317 1,000 0,317 0,317 1,000 0,317
KE 0,000 (*) 1,000 0,002 (#) 0,013 (#) 0,06 0,06 1,000 0,235
TF 0,342 1,000 0,140 0,461 0,317 0,317 1,000 1,000
QF 0,671 1,000 0,317 0,902 0,317 0,317 1,000 0,902
TKO 0,000 (*) 0,317 0,002 (#) 0,002 (#) 0,07 0,06 0,138 0,06
AMO 0,000 (*) 0,317 0,002 (#) 0,000 (*) 0,07 0,04 (#) 0,138 0,011 (#)
*p<0,001
# p<0,05

p>0,05 (iligki istatistiksel olarak anlaml1 degil)

59




Tablo 4.5. Calisma ve kontrol gruplarindaki siganlarin kalp dokularindaki Malondialdehit (MDA), Konjuge dien (CD), Nitrik oksit (NO),
Glutatyon diizeyleri (GSH) ve Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin karsilastiriimasi

MDA CD NO GSH SOD
Gruplar (nmol/100 mg prt) (nmol/mg prt) (umol/mg prt) (nmol/mgprt) (U/mg prt)
Ortalama=SD Ortalama=SD Ortalama=SD Ortalama=SD Ortalama=SD
(Ortanca) (Ortanca) (Ortanca) (Ortanca) (Ortanca)
(S:fg)kh Kontrol 8,35+ 0,33 (8,29) 7,17+ 1,07 (6,99) | 2,17 =035 (2,10) | 19,36= 2,30 (19,73) | 2,29 + 0,31 (2,25)
5122)12,50 Kontrol 8,05+ 0,06 (8,05) 6,85+ 0,45 (6,74) | 2,03=0,15(2,00) | 18,86 =2,19(19,68) | 2,12 +0,13 (2,16)
&E%S Kontrol 7,82+ 0,48 (8,11) 6,83 + 0,65 (6,94) | 1,99=0,16(1,94) | 19,03 = 1,92 (19,72) | 2,16 + 0,16 (2,22)
DXR . a a a a
(n=6) 25,55+ 2,71 (24,73)* | 10,76 = 1,95 (11,10)* | 2,93 0,55 (3,18) 7,35+ 1,05 (7,51)" | 1,30 = 0,20 (1,34)
+
gfi?) RES12,50 16,60=1,55 (16,15)*" | 10,98+1,85 (10,57)" | 2,93 0,52 (2,92)* | 14,602,9 (14,13)*" | 2,49 + 0,36 (2,43)"
+
Eé?) RES25 19,34+5,49(19,29)*" | 10,01 + 1,87 (9,91)* | 2,15 + 0,46 (2,07)>¢ | 14,93+3,22(14,51)*" | 2,58 + 0,43 (2,49)"
flll):g 24,28 +1,06 (24,62)" | 9,83 = 0,89 (10,08)* | 2,70 0,20 (2,69)" | 6,79 = 1,35 (6,90)* | 1,29 = 0,14 (1,31)*
+
flll):g RES12,50 15,1422,22 (14,08)! | 9,26 = 1,81 (8,75)* | 2,57 +0,52(2,45) | 12,88+4,01(11,83)*¢ | 2,17 0,50 (2,17)
+
:ll:g RES25 12,64+ 5,64 (13,06)" | 6,16 2,24 (543)* | 1,54+0,45 (1,36)* | 15,57+2,26(16,19)*¢ | 2,63 = 1,11 (2,61)°

*Kontrol, RES 12,5 ve RES 25 gruplarindan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)
’DXR grubundan istatistiksel olarak farkli
‘DXR + RES 12,5 grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)
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(p<0,05)

4cDDP grubundan istatistiksel olarak farkli

(p<0,05)

‘¢cDDP+RES12,5 grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)




Tablo 4.6. Calisma ve kontrol gruplarindaki sicamlarin karaciger dokularindaki Malondialdehit (MDA), Konjuge dien (CD), Nitrik oksit (NO),
Glutatyon (GSH) diizeyleri ve Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin karsilastirilmasi

MDA CD NO GSH SOD
Gruplar (nmol/100 mg prt) (nmol/mg prt) (wmol/mg prt) (nmol/mgprt) (U/mg prt)
Ortalama=SD Ortalama=SD Ortalama=SD Ortalama=SD Ortalama=SD
(Ortanca) (Ortanca) (Ortanca) (Ortanca) (Ortanca)
(S:fg)kh Kontrol 12,60 + 0,18 (12,55) | 8,03 = 1,15 (7,83) 1712025 (1,72) | 12,37 £2,37(12,75) | 2,14 £ 0,42 (2,13)
21122)12,50 Kontrol 12,50 £ 0,17 (12,44) | 9,02 = 1,14 (8,82) 1,87£0,12 (1,91) | 11,36 2,37 (11,74) | 1,65 = 0,41 (1,65)
&E%S Kontrol 12,42 0,16 (1239) | 7,65+ 1,16(7,45) | 1502024 (1,51) | 11,93 =2,37 (12,30) | 1,95 = 0,42 (1,96)
DXR . 2 a a a
(n=6) 36,34 = 2,24 (36,38)" | 10,68 = 1,45 (10,94)" | 2,72 +0,38 (2,59) 5,70 + 1,03 (5,61)* | 1,10 = 0,25 (1,09)
+
E,E?) RES12,50 24,65 1,41 (23,76)*" | 8,74 + 0,46 (8,66)° | 2,09 0,19 (2,01)*® | 9,03 + 1,24 (8,95)*" | 1,44 = 0,17(1,38)*"
+
E,E?) RES2S 14,44+3,05 (15,43)™° | 8,56 = 0,95 (8,49)° | 1,99 0,13 (1,98)*" | 10,49 = 0,60 (10,43)" | 1,98 0,24(1,98)>¢
cDDP . 2 a a a
(n=6) 35,57 2,12 (35,39)* | 9,80 = 1,10 (9,59) 2,66 = 0,13 (2,68) 6,77 = 1,25 (6,89)* | 1,18 +0,18 (1,19)
+
flll):g RE12,5 22,94 +1,05 (23,45)* | 8,02 + 0,47 (8,01)° 1,87 + 0,15 (1,88)" | 8,39 +1,32(8,39)" | 1,45 =0,10(1,46)
+
flll):g RES2S 11,37 1,17 (11,52)* | 7,19 = 0,47 (7,23)* | 1,65 = 0,08 (1,65)* | 9,92 + 1,28 (9,79)*¢ | 1,90 +0,15(1,93)*¢

*Kontrol, RES 12,5 ve RES 25 gruplarindan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)
’DXR grubundan istatistiksel olarak farkli
‘DXR + RES 12,5 grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)
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(p<0,05)

4cDDP grubundan istatistiksel olarak farkli

(p<0,05)

‘¢cDDP+RES12,5 grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)




Tablo 4.7. Calisma ve kontrol gruplarindaki siganlarin bobrek dokularindaki Malondialdehit (MDA), Konjuge dien (CD), Nitrik oksit (NO),
Glutatyon (GSH) diizeyleri ve Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin karsilastirilmasi

MDA CD NO GSH SOD
Gruplar (nmol/100 mg prt) (nmol/mg prt) (wmol/mg prt) (nmol/mgprt) (U/mg prt)
Ortalama=SD Ortalama=SD Ortalama=SD Ortalama=SD Ortalama=SD
(Ortanca) (Ortanca) (Ortanca) (Ortanca) (Ortanca)
(S:fg)kh Kontrol 12,770,59 (12,51) | 7,76x0,91 (7,71) 0,30 + 0,03 (0,30) | 17,72 2,25 (17,68) | 1,98 = 0,21 (2,00)
21122)12,50 Kontrol 12,39 £ 0,64 (12,09) | 7,55+0,90 (7,51) | 0,26 +0,04(0,26) | 18,38 2,43 (18,20) | 2,03 = 0,20 (2,06)
&E%S Kontrol 12,17 20,58 (11,92) | 7,52 0,90 (7,60) | 0,24 +0,05(0,23) | 18,72+2,26 (18,68) | 2,08 = 0,21 (2,11)
2,}:?) 31,97 4,54 (30,15)* | 10,90 +2,22(9,97)" | 0,92+ 0,23 (0,84)" | 6,07 +1,32(5,70)* | 1,64 0,21 (1,65)"
+
gfi?) RES12,50 20,04 £2,32 (19,55)** | 9,58 1,61 (9,52)" | 0,59 +0,08 (0,61)™" | 12,02+2,38 (12,55)*" | 1,90 = 0,49 (1,72)
+
gfi?) RES25 16,79 4,41 (16,19)° | 9.47 +1,78 (9,51)* | 0,49 + 0,07 (0,48)" | 14,27 = 3,72 (14,07)" | 2,05 = 0,40 (2,03)°
CDDP a a a a a
(n=6) 39,12+4,13 (39,00) 13,15+2,42 (12,81) 1,16 0,21 (1,14) 6,99 = 1,56 (7,20)* | 1,57 0,25 (1,57)
+
:ll:g RE12,50 18,77 = 1,19(18,55)*¢ | 10,25+1,34 (10,11)*® | 0,52 0,09 (0,53)*¢ | 13,71+1,65 (14,05)* | 2,14 = 0,34 (2,05)*
+
:ll:g RES25 13,84 +2,08(13,26)"¢ | 8,65 = 1,08 (8,46)*° | 0,33 0,08 (0,30)*° | 14,37+1,30 (14,04 | 2,17 = 0,09 (2,16)"
*Kontrol, RES 12,5 ve RES 25 gruplarindan istatistiksel olarak farkli (p<0,05d)
"DXR grubundan istatistiksel olarak farkl (p<0,05) c¢DDP grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)
‘DXR + RES 12,5 grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05) ‘¢cDDP+RES12,5 grubundan istatistiksel olarak farkli (p<0,05)
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Sekil 4.1. Normal kromozom plag:
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Sekil 4.3. Izokromatid kirik anomalisi
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Sekil 4.4. Triradial figiir an
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Sekil 4.5. Kromatid kirig1 anomalisi

Sekil 4.6. Gap

65



omalisi

Sekil 4.7. Quadriradial figiir an

Sekil 4.8. Kompleks Exchange anomalisi
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Sekil 4.11. Translokasyon kromozomlari
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Sekil 4.12. Calisma ve kontrol gruplarindaki sicanlarin kalp, karaciger
ve bobrek dokularindaki MDA diizeyleri
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Sekil 4.13. Calisma ve kontrol gruplarindaki sicanlarin kalp, karaciger
ve bobrek dokulardaki CD diizeyleri
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Sekil 4.14. Calisma ve kontrol gruplarindaki sicanlarin kalp, karaciger
ve bobrek dokularindaki NO diizeyleri
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Sekil 4.15. Calisma ve kontrol gruplarindaki sicanlarin kalp, karaciger
ve bobrek dokularindaki GSH diizeyleri
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Sekil 4.16. Calisma ve kontrol gruplarindaki sicanlarin kalp, karaciger
ve bobrek dokularidaki SOD aktiviteleri

71




5. TARTISMA

Kemoterapétik ilag olarak kullanilan doksorubisin (DXR) ve sisplatinin (cDDP)
kemik iligi hiicrelerinde olusturdugu kromozomal hasarlara karsi bir antioksidant olan
resveratroliin in vivo koruyucu etkisi, ilk kez bu arastirmada ¢alisildi. Oral veya intravendz
yolla alinan resveratroliin plazma konsantrasyonunun diisiik olmas1 ve glukuronid ile siilfat
konjugatlarina ¢ok hizli bir sekilde metabolize olmasi nedenleriyle biyoyararlilig: diisiiktiir
(Almeida et al., 2009; Kapetanovic et al., 2011; Nunes et al., 2009). Artan ve tekrarlayan
dozlarda verildiginde, resveratroliin biyoyararliliginin arttigin1 gosteren calismalar vardir
(Almeida et al., 2009; Nunes et al. 2009). saretli resveratrol ('*C-resveratrol) ile yapilan
bir ¢alismada (Walle et al., 2004), oral olarak verilen 25 mg (110uM) resveratroliin plazma
yartlanma Omriiniin 9,2 saat, intravendz yolla 0,2 mg verildiginde ise plazma yarilanma
Omriiniin 11,4 saat oldugu tespit edilmistir. Verilis sekli hangi yolla olursa olsun yarilanma
Omriiniin diislik olmasi ve hizli metabolize olmasi, resveratroliin biyoyararliligini
diistirmektedir. Resveratrolden daha iyi faydalanabilmek i¢in yarilanma omri ile ilgili
bilgilerin yaninda hiicresel diizeyde etkin olan konsantrasyonlarnin da bilinmesi
gerekmektedir. Bununla ilgili yapilan ¢aligmalarda, resveratroliin 50 mg/kg bw’lik oral
dozunun karaciger ve bobrekte 25-30 uM konsantrasyona ulastigt ve bu miktarin
molekiiler hedefler iizerinde etkili oldugu belirtilmektedir (Kode et al., 2008; Vitrac et al.,
2003). Baska bir calismada (Carsten et al., 2008), farelerde radyasyonun indiikledigi
kromozom anomalilerine karst 100 mg/kg.bw.’lik resveratroliin koruyucu doz oldugu
bulunmustur.

Resveratrol, yliksek dozlarda toksik etki yapmaktadir. Sicanlarda, 3000 mg/kg.bw.
dozun, viicut agirligi ve besin aliminda azalma; BUN, kreatinin, alkalin fosfataz, alanin
amino transferaz, total biluribin ve albumin degerlerinde yiikselme; hemoglobin,
hemotokrit ve alyuvar sayilarinda azalma gibi klinik toksisite belirtilerine yol actigi;
bobreklerde lezyon ve nefropatiye sebep oldugu; bununla birlikte giinliikk 300 mg/kg bw’lik
dozun ise hicbir yan etkiye yol agmadigi tespit edilmistir (Crowel et al., 2004).

Bizim ¢alismamizda, biyoyararliliginin diisiik olmasi ve hizli metabolize olmasi
nedeniyle; resveratrol, hiicresel diizeyde etkin olabilmesi i¢in sik ve tekrarlayan dozlarda
intraperitonal olarak verildi. 12,50 ve 25 mg/kg.bw olmak iizere iki farkli dozda uygulanan
resveratrol, DXR veya cDDP uygulamasindan yarim saat énce, DXR veya cDDP ile

birlikte ve bundan sonraki her alt1 saatte bir olacak sekilde 24 saat siiresince uyguland1
72



(glinliik kiimiilatif doz sirastyla 62,5-125 mg/kg.bw). Calismamizda, sik ve tekrarlayan
dozlarda uygulanan resveratroliin, kemik iligi hiicrelerinde DXR veya ¢DDP’nin neden
oldugu kromozom anomalilerini anlamli bir sekilde azalttigi goriildii. Calismamizda
ayrica, resveratroliin, DXR veya cDDP’nin kalp, karaciger ve bobrek dokularinda neden
oldugu azalmis antioksidan kapasiteyi anlaml olarak ytikselttigi tespit edildi.

Resveratroliin, DXR’nin neden oldugu kromozomal hasarlara kars1 anti-genotoksik
etkisini gdsteren bir calisma bulunmamaktadir. i1k defa bizim ¢alismamizda, resveratroliin,
DXR iizerinde kromozomal hasarlar1 anlaml diizeyde azalttigi tespit edildi. Farkl
indiikleyicilerle kromozom anomalisi olusturulan modellerle yapilan c¢alismalarda,
resveratroliin anti-genotoksik etkisi oldugu belirtilmektedir (Carsten et al., 2008).
Radyasyon kullanilarak kromozom anomalisi olusturulan farelerle yapilan bir ¢aligmada,
oral olarak verilen resveratrol (100mg/kg bw), radyasyon uygulamasindan iki giin dnce
baslanarak her 24 saatte bir ve radyasyondan yarim saat dnce olacak sekilde uygulanmistir.
Calismanin sonucunda, resveratrol+radyasyon grubundaki gap, fragment, disentrik ve
robertsonian translokasyon anomali degerlerinin radyasyon grubuna gore istatistiksel
olarak diislik bulundugu (p<0,05) ve toplam kromozom anomali sayisinda 2,1 kat azalma
oldugu belirtilmistir (Carsten et al., 2008).

Calismamizda kullandigimiz DXR, DNA hasarlarina ve serbest radikaller iiretimine
sebep oldugu i¢in saglikli hiicreler iizerinde de toksik etkilidir (Dhawan et al., 2003).
Antikanser ila¢ olarak kullanilan DXR’nin, saglikli insan lenfositlerinde ve kemik iligi
hiicrelerinde klastojenik etkisi oldugu simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda ayrintili bir
sekilde incelenmistir (Dhawan et al., 2003; Lynch et al., 2003; Takeuchi et al., 2008).
DXR’nin, DNA iizerindeki direk etkileri, 6zellikle, DNA Topoizomeraz II (Topoll)
inhibisyonu, DNA interkalasyonu ve DNA alkilasyonu mekanizmalar1 ile olmaktadir
(Granados-Principal et al., 2010; Kayaalp, 2000; Miiller et al., 1997). DXR, Topoll’nun
tirozin kalintilarina baglanarak DXR-DNA-topoll kompleksinin olugmasina yol
acmaktadir. Bu kompleks, Topoll’'nun, DNA’da meydana getirdigi gegici kirigin tekrar
eski haline donmesine engel olmakta ve DNA sentezine zarar vermektedir (Bigioni et al.,
2001; De Graff et al., 2003; Fortune et al., 2000; Giles et al., 2005; Minotti et al., 2004;
Noviello et al., 1994; Sabourin et al., 2000; Walker and Nitiss, 2000). DXR, ayrica guanin
ve sitozin baz ¢iftleri arasina girerek, interkalasyona ve dolayisiyla DNA hasarlarina neden
olmaktadir (Quiles et al., 2002). in vitro genotoksisite ¢alismalarinda, DXR’nin tek ve ¢ift
iplik kirilmalarina neden oldugu rapor edilmistir (Ally et al., 1999; Helbig and Speit, 1995;
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Newsome and Littlefield, 1975; Szabova, 1996). in vivo olarak yapilan ¢alismalarda ise,
DXR’nin, deney hayvanlarmmin kemik iligi ve kan lenfosit hiicrelerinde, kromatid tip
kirilmalara, kompleks exchange anomalilerine, mitotik indekste azalmaya ve anormal
metafazda artisa yol actigi tespit edilmistir (Au and Hsu, 1980; Dhawan et al., 2003;
Gilkag et al., 2004; Larramendly et al., 1980; Rosselli et al., 1990; Szabova, 1996; Tavares
et al., 1998; Tohamy et al., 2003). DXR, DNA’y1 dogrudan etkileyebilecegi gibi, serbest
radikal olusumlara yol acarak dolayli bir sekilde de etkileyebilmektedir. Diger taraftan,
DXR’nin redoks dongiisii reaksiyonlar1 ile ortaya g¢ikan siiperoksit radikalleri, DNA’da
ciddi hasarlara neden olabilmektedir (Quiles et al., 2002).

Calismamizda, 12,5 ve 25 mg’lik resveratrol dozlarindan sadece 25mg’lik dozun,
DXR’nin sican kemik iligi hiicrelerindeki genotoksik etkileri azaltmada anlamli derecede
etkili oldugu goriildii. Elde ettigimiz bulgulara gére; DXR grubundaki hayvanlarin kemik
iligi hiicrelerindeki kromatid tipi kirik, kompleks exchange, triradial ve quadriradial tipteki
kromozom anomali degerleri, kontrol gruplarina gore, beklenildigi sekilde anlamli diizeyde
yiiksek bulundu (p<0,05). DXR+RES12,50 grubu, DXR grubuyla karsilagtirildiginda,
sadece kromatid tip kirik degerlerinin anlamli diizeyde diisiik oldugu (p<0,05); fakat,
kompleks exchange, triradial ve quadriradial figlir anomalilerinde istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik olmadig goriildii (p>0,05). DXR+RES25 grubundaki kromatid kirik
ve quadriradial anomali degerleri, DXR grubuyla karsilastirildiginda, anlamli diizeyde
diisiik bulunurken (p<0,05); kompleks exchange ve triradial figiir degerleri acisindan
anlamli bir farklilik gozlenmedi (p>0,05). DXR+RES25 grubu, kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, kromatid tipi kirik, kompleks exchange ve triradial figiir degerleri
anlaml diizeyde yiiksek bulunurken (p<0,05); quadriradial figiir degerlerinde anlamli bir
farklilik bulunmadi (p>0,05).

Toplam kromozom anomalileri ve anormal metafaz ortalama degerleri acisindan
bakildiginda, DXR+RES12,5 grubu ile DXR grubu arasinda anlamli bir farklilik
bulunmazken (p>0,05); DXR+RES25 grubunda DXR grubuna goére anlamli diizeyde
diisiik bulundu (p<0,05). DXR+RES12,50 ve DXR+RES25 gruplarindaki toplam
kromozom anomalileri ve anormal metafaz frekanslart saglikli kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, anlamh diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05). DXR+RES25 grubundaki
toplam kromozom anomali ve toplam anormal metafaz degerleri DXR+RES12,5 grubu
karsilastirildiginda, anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0,05). Elde ettigimiz sonuglar,

ozellikle 25 mg’lik resveratrol uygulamasinin, DXR’nin neden oldugu kromatid tipi kirik,
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kompleks exchange, quadriradial figiirler, toplam kromozom anomalisi ve anormal
metafaz degerlerini anlamli diizeyde azaltti§1; mitotik indeksi ise anlamli diizeyde
yiikselttigi goriildii (p<0,05). Toplam kromozom anomalileri agisindan baktigimizda, DXR
grubuyla karsilastirildiginda, resveratroliin 2,01 kat oraninda azalma sagladigi; fakat, bu

azalmanin kontrol gruplarindaki degerlere ulasacak diizeyde olmadigi goriildii.

Calismamizda kullandigimiz ¢cDDP’nin, normal hiicreler iizerinde genotoksik etkisi
oldugu daha 6nce yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarla gosterilmistir (Antunes et al.,
2005; Antunes et al., 2000; Evangelista et al., 2004; Ohe et al., 1990; Nefic, 2001; Saad et
al., 2009; Silva et al.,2001). Sisplatin, genotoksik etkisini, DNA’ya direk baglanarak veya
dolayli yoldan serbest radikal olusumlarina yol agarak gostermektedir. Sisplatinin reaktif
formu, DNA iizerindeki niikleofilik bolgelerle reaksiyona girebilmekte ve bu durum DNA
alkilasyonuna yol a¢maktadir. DNA alkilasyonu, DNA’da lezyonlarin olusmasina,
dolayistyla mutasyonlara ve yapisal kromozom hasarlarina neden olmaktadir (Brabec et
al.,1990; Fuertes et al., 2002; Gentile et al., 1998; Jones et al., 1991; Kartalou and
Essigmann, 2001; Kliesch and Adler, 1987; Rabik and Dolan, 2007; Sidik, 2003; Vogel et
al., 1991). cDDP; siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi aktif
oksijen tiirlerinin olusumunu indiikleyerek de DNA’da mutajenik etki yaratmaktadir
(Badary et al., 2005; Baliga et al., 1998; Masuda et al., 1994; Matsushima et al., 1998;
Shino et al., 2003).

Resveratroliin, kemoterapotik ajan olarak kullanilan cDDP’nin normal hiicrelerde
neden oldugu genotoksik etkileri azalttifini gosteren yalnizca bir yaym bulunmaktadir
(Attia, 2012). Attia (2012), resveratrolii, erkek swiss albino farelere, 50 mg/kg bw ve 100
mg/kg bw dozlarinda, her giin tek doz olacak sekilde, 14 giin boyunca uygulamistir.
Attia’nin ¢alismasinda, alkalin comet assay kullanilarak, kemik iligi hiicrelerindeki DNA
tek ve iki iplik kiriklart analiz edildiginde, resveratrol uygulanan sisplatin gruplarindaki
DNA kiriklart frekansinin, ¢cDDP grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulundugu
belirtilmektedir (p<0,01). Bizim c¢alismamiz, resveratroliin uygulanmasi ve kromozom
kiriklarinin  incelenmesi asamalarindaki yontemler agisindan, Attia’nin  uyguladig
yontemden farklidir. Bizim c¢alismamizda, resveratroliin 24 saatlik periyottaki etkisi
arastirildi ve 5 mg/kg sisplatin uygulamasindan 24 saat sonra kemik iligi aspirasyonu
yapildi. Bu uygulamamizin sebebi, Roselli et al. (1990) ve Antunes et al. (2000)’nin

belirttigi gibi, en fazla kromozom anomalisi, tek doz sisplatin (5 mgkg bw)
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uygulamasindan 24 saat sonra goriilmesinden kaynaklanmaktadir.

Bizim ¢aligmamizda, sisplatin genotoksisitesi tlizerine resveratroliin etkisi ile ilgili
elde ettigimiz bulgulara gore; kromatid kirigi, kompleks exchange, toplam kromozom
anomalisi ve anormal metafaz ortalama degerlerinin gruplar arasinda anlamli diizeyde
farklilik gosterdigi tespit edildi (p<0,001). ¢cDDP uygulanan hayvanlarin kemik iligi
hiicreleri; kontrol, c¢DDP+RES12,50 ve cDDP+RES25 gruplarindaki hayvanlarla
karsilagtirildiginda; kromatid kirik, kompleks exchange, toplam kromozom anomalisi ve
anormal metafaz ortalama degerleri beklenildigi sekilde anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(p<0,05). cDDP+RES12,50 grubundaki kromatid kiriklar ve kompleks exchange degerleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, anlamli diizeyde yiiksek bulunurken (p<0,05); cDDP
grubuyla karsilastirildiginda, sadece kromatid tip kirik degerleri, anlamli diizeyde diisiik
bulundu (p<0,05). cDDP+RES25 grubundaki hayvanlarin kromatid tipi kirik degerleri,
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulunurken (p<0,05); kompleks exchange
degerleri agisindan anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). cDDP+RES25 grubundaki
hayvanlarin kromatid kirik ve kompleks exchange degerleri, cDDP grubu ile
karsilastirildiginda anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0,05).

Calismamizda, toplam kromozom anomalisi ve anormal metafaz degerleri;
cDDP+RES12,50 grubunda, kontrol grubuna goére anlamli diizeyde yiiksek bulunurken
(p<0,05); cDDP grubuna gore anlaml diizeyde diisiik bulundu (p<0,05). cDDP+RES25
grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi
(p>0,05). cDDP+RES25 grubuna ait toplam anormal metafaz degerleri, cDDP+RES12,5
grubu ile karsilastinldiginda, anlamli diizeyde diisiik bulunurken (p<0,05); toplam
kromozom anomali degerleri agisindan, her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi (p>0,05). Elde ettigimiz sonuglar; resveratroliin cDDP’nin neden
oldugu kromatid tipi kiriklar, kompleks exchange anomalileri, toplam kromozom
anomalisi ve anormal metafaz ortalama degerlerini, konsantrasyona bagli olarak anlamli
bir sekilde azalttigini gostermistir (p<0,05). Ayrica, cDDP’nin neden oldugu mitotik
indeksteki azalmanin resveratrol kullanimi ile konsantrasyona bagl sekilde anlamli olarak
yiikseldigi gozlendi (p<0,05). Sonucta toplam kromozom anomalilerinin cDDP grubuyla
karsilastirilmasinda; resveratroliin, 3,42 kat oraninda azalma sagladigi ve elde edilen
degerlerin kontrol gruplarindan farkli olmadig: gortildii (p>0,05).

Calismamizda; kontrol grubu, sadece RES12,50 ve sadece RES25 verilen gruplarini

birbirleri ile kargilagtirdigimizda, toplam kromozom anomali ve anormal metafaz ortalama
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frekanslarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi goriildi (p>0,05). Bu
sonug, uygulanan resveratrol dozlarinin, saglikli kemik iligi hiicrelerindeki kromozomlarda
herhangi bir hasara neden olmadigini gostermektedir. Resveratroliin genotoksik etkisinin
oldugunu gosteren bir calismada, 1-60 uM konsantrasyonlardaki resveratroliin, L5178Y
mouse lenfoma hiicreleri ile Chinese hamster V79 hiicrelerinde mikronukleus olusumlarina
neden oldugu belirtilmektedir (Schmitt et al., 2002). Yapilan bagka bir calismada ise,
kanser hiicre siralarinda, resveratrole gosterilen tepkinin normal hiicrelerden farkl
olabilecegi; Ornegin, resveratroliin tiimdr hiicrelerinde pro-apoptotik etki gosterirken
normal hiicrelerde bu etkiyi gostermedigi ifade edilmektedir (Lu et al., 2001). Zaten
resveratroliin in vitro mutajenite testinin (Ames) sonucu negatif olarak belirlenmistir
(Matsuoka et al., 2001; Edwards et al.,2011). Ayrica, resveratroliin klastojenik etkisini
arastiran in vivo bir ¢alismada, sicanlarda 2000 mg/kg bw doza kadar negatif sonug elde
edilmistir (Williams et al., 2009). In vivo modellerle yapilan baska ¢aligmalarda da
resveratroliin normal hiicrelerde genotoksik etkisinin olmadig1 agiklanmaktadir (Attia,
2012; Carsten et al., 2008). Tiim bu c¢alismalardan elde edilen sonuglarla parallel bir
sekilde, bizim ¢alismamizda da 12,5 ve 25 mg/kg bw’lik resveratrol dozlarinin sik ve
tekrarlayan araliklarla 24 saatlik periyotta verilmesi sonucunda, sadece resveratrol verilen
gruplarda kromozom anomalileri agisindan kontrol grubundan farkli bir sonu¢ alinmamis

ve genotoksik bir etki gézlenmemistir.

Kromozom anomalileri {izerine, resveratroliin etkisinin hangi mekanizmalarla
gerceklestigi tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte, ¢alismamizda, doksorubisin
veya sisplatinin neden oldugu kromozom hasarlarinin azalmasinda, resveratroliin
antioksidant fonksiyonunun katki saglamis olabilecegini sdyleyebiliriz. Calismamizdan
elde ettigimiz biyokimyasal bulgular da bu goriistimiizii desteklemektedir. Doksorubisin ve
sisplatin gibi kemoterapotik ilaglar, hiicrelerdeki oksidatif stresin olusumuna katki
saglamakta ve dolayisiyla DNA {izerinde kirilmalara ve oksidatif lezyonlarin olugmasina
neden olmaktadir. Resveratrol; antioksidant fonksiyonunu, ROT olusumlarin1 azaltarak ve
antioksidan aktiviteyi artirarak gostermektedir. Resveratrol, OH radikalleri ile oldukga
etkin bi¢cimde reaksiyona girdigi icin iyi bir radikal siipiiriicii fonksiyonuna sahiptir
(Leonard et al., 2003). Sgambato et al. (2001), 30 ve 90 uM’lik dozlarinda uygulanan
resveratroliin oksidatif strese indiiklenen sican fibrobast kiiltliriinde ortaya ¢ikan reaktif

oksijen birikimlerini %26,4-%57,3 azalttigin1 tespit etmistir. DNA’daki oksidatif hasarin
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en dnemli belirteclerinden biri, 8-0x0-7,8 dihiro-2-deoksiguanozin (0xo8dG) olusumlaridir
(Floyd, 1990). Yapilan bagka bir caligmada, potasyum bromiir (KBrOs) ile indiiklenen
bobrek hiicrelerinde ortaya ¢ikan oxo8dG olusumlarini, resveratroliin anlamli diizeyde
azalttigi gosterilmistir (Cadenas and Barja, 1999). TAR (sigara dumani) ve 1,2
dimetilhidrazin (DMH) gibi bagka indiikleyici ajanlarla yapilan ¢alismalarda da,
fragmentasyona indiiklenen DNA’da ortaya ¢ikan kiriklarin ve oksidatif stresin
azaltilmasinda, resveratrol uygulamasinin etkili oldugu ve antioksidan enzim diizeylerinin

yiikseldigi gosterilmistir (Sengottuvelan et al., 2009; Sgambato et al., 2001).

Kemoterapdtik ilaglar lipit peroksidasyonuna ve dolayisiyla MDA diizeyinin
artmasma neden olmaktadir. MDA; DNA-DNA ve DNA-protein capraz baglarinin
kurulmasina ve Ozellikle guanin, adenin ve sitozin bazlar1 ile etkileserak DNA
adduktlarinin olusmasimna neden olabilmektedir (Marnett, 1999). Resveratroliin artmis
MDA diizeyleri ile azalmis GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri iizerinde etkisinin oldugunu
gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Alturfan et al., 2012; Chander et al., 2005; Rubilio et al.,
2008; Sebai et al., 2011). Bizim ¢alismamizda da, resveratrolin DXR veya cDDP’nin
neden oldugu oksidatif etkilere kars1 anti-oksidan etkisi; sicanin kalp, karaciger ve bobrek
dokularindaki MDA, CD, NO, GSH diizeyleri ve SOD aktivitelerindeki degisimlere
bakilarak gosterildi. Bundan sonraki kisimda, biyokimyasal parametrelere ait bulgular
degerlendirilmektedir.

Endojen veya eksojen yollarla olusabilen siiperoksit anyonu, hidroksil radikali gibi
aktif oksijen tiirleri ile reaktif nitrojen tiirlerinin hiicre igindeki konsantrasyonlarinin
artmasi neticesinde oksidatif stres artmakta ve antioksidan aktivite azalmaktadir. Etkisini
enzimatik olarak gosteren siiperoksit dismutaz (SOD) ile kofaktor olarak gdrev yapan
glutatyon (GSH), en 6nemli antioksidan aktivite belirteclerindendir. Serbest radikallerin
indiikledigi yag asidi oksidasyonunun iiriinleri olarak ortaya ¢ikan malondialdehit (MDA)
ve konjuge dien (CD), lipit peroksidasyon seviyesinin Ol¢iilmesinde siklikla kullanilan
parametrelerdir. Nitrik oksit (NO) ise su ve oksijen varliginda kolayca oksitlenebilen bir
serbest radikal ve onemli bir oksidatif stres belirtecidir.

Hiicre membraninin lipit komposizyonu ve yapisal fonksiyonlarinin saglikli olmasi,
enzim aktiviteleri agisindan gereklidir (Sanderman, 1978; Schmidley, 1990). MDA, reaktif
oksijen tiirlerinin membran lipitleri lizerindeki bir dizi oksidatif reaksiyonlar1 sonucu

olusan bir son {irlindiir. Bu iiriin, hiicre membraninda lipit peroksidasyonuna yol agarak
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patolojik durumlarin olugmasina neden olabilmektedir (Cesaj et al., 2004). DXR ve
cDDP’nin ¢esitli dokularda ve hiicre kiiltiirlerinde lipit peroksidasyonuna neden oldugu,
buna bagli olarak MDA diizeylerinde yiikselme goriildiigli ve dokularda toksik etkileri
oldugu simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Abdell-Aleem et al., 1997;
Amaral et al., 2008; Attia, 2012; El-Habit, 2000; Saad et al., 2009; Silva et al., 2001;
Simunek, 2009; Mansour et al., 2002; Wang et al., 2009). In vitro ve in vivo ¢alismalarda,
resveratroliin, oksidatif strese indiiklenmis hiicrelerde, artmis MDA diizeylerini diisiirdiigii
belirtilmektedir (Alturfan et al., 2012; Gedik et al., 2008; Kiziltepe et al., 2004; Leonard et
al, 2003; Mizutani et al., 2001; Sinha et al., 2002; Tadolini et al., 2000; Zini et al., 1999).

DXR enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla serbest radikal olugumlarina
neden olmaktadir. DXR’nin redoks dongiisii sayesinde siiperoksit radikalleri olusmaktadir.
DXR redoks dongiisiinde, semikuinon iiretimi ile siiperoksit radikali ve akabinde hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri olusmaktadir. DXR’nin indiikledigi NAD(P)H oksidaz
aktivasyonu ile peroksinitritler olusmaktadir (Gilleron et al., 2009). DXR’nin indiikledigi
serbest radikal olusumlari, ferritinden demirin salinimini tetiklemekte ve bu sekilde artan
serbest demir, DXR ile bir dizi reaksiyona girerek hidroksil radikallerinin olugmasina
neden olmaktadir (Chen et al., 2007). Diger taraftan, DXR metabolizmasi sonucu aglikon
ve doksorubisinol adi verilen metabolitler de serbest radikal olusumlarina neden
olmaktadir (Chen et al., 2007).

Kalp, karaciger ve bobrek gibi dokularda toksik etkileri olmakla birlikte; DXR
kardiyotoksisitesi, doz smirlayici faktordiir (Chen et al., 2007). DXR kardiyotoksisitesinde
resveratroliin etkisini gosteren bir caligmada, farelere, DXR (8 mg/kg bw) ii¢ hafta
araliklarla intraperitonal olarak, resveratrol ise (15 mg/kg bw) yiyeceklere katilarak 7 hafta
boyunca giinliik olarak verildiginde; kalp dokularinda artmis MDA diizeyinin %69
oraninda azaldigi tespit edilmistir (Zhang et al., 2011). Bagka bir calismada, siganlarda
olusturulan DXR (20mg/kg bw) kardiyotoksisitesinde, artmis MDA diizeylerinin, 7
haftalik resveratrol uygulamasinin sonucunda diistiigii gozlenmistir (Tatlidere et al., 2009).
Resveratroliin ¢cDDP toksisitesi lizerinde de etkili oldugu ve dokularda artmis MDA
diizeylerini diisiirdiigii belirtilmektedir (Amaral et al., 2008).

Resveratroliin lipit peroksidasyonu iizerine olan etkisinin hangi mekanizmalarla
oldugu tam olarak bilinmemektedir. Yapilan caligmalarda serbest radikal olusumlarinin,
Na-K-ATPase aktivitesini inhibe ederek lipit peroksidasyonu artirdigi (Chong et al., 1985;

Simao et al., 2011; Wyse et al., 2000); resveratrol tedavisinin ise ROT olusumlarini
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azaltarak Na-K-ATPase aktivitesindeki inhibisyonu dnledigi ve artmis MDA diizeyleri ile
lipit peroksidasyon hasarini azalttig1 belirtilmektedir (Simao et al., 2011; Tathdere et al.,
2009).

Bizim calismamizda; MDA diizeyleri, sadece DXR ve sadece cDDP uygulanan
hayvanlarin kalp, karaciger ve bobrek dokularinda, kontrol gruplarma gore beklenildigi
sekilde anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05). Calismamizda, DXR+RES12,5 ve
DXR+RES25 gruplarindaki hayvanlarin karaciger ve bobrek dokularindaki MDA
diizeyleri, DXR grubuyla karsilastirildiginda, konsantrasyona bagli olarak anlamli bir
sekilde diisiikk bulunurken (p<0,05); kontrol grubuyla karsilastirildiginda, anlamli bir
farklilik goézlenmedi (p>0,05). DXR+RES12,5 ve DXR+RES25 gruplarmin kalp
dokularinin MDA diizeyleri ise DXR grubuyla karsilastirildiginda, anlamli bir sekilde
diisiik bulunurken (p<0,05); kontrol grubuyla karsilastirildiginda, anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (p>0,05). Calismamizda, cDDP+RES12,5 ve cDDP+RES25 gruplarindaki
hayvanlarin kalp, karaciger ve bdbrek dokularinin MDA diizeyleri, ¢cDDP grubuyla
karsilagtirildiginda, konsantrasyona bagli bir sekilde anlamli olarak diisiik bulunurken
(p<0,05); kontrol grubuyla karsilastirildiginda, anlamli bir farklilik olmadigi goézlendi
(p>0,05). Calismamizda, resveratroliin MDA {izerindeki etkisinin indiikleyici ajanlara ve
doku tiplerine bagli olarak degistigi gozlendi. DXR nin kalp dokusunda kardiyotoksisiteye
neden oldugu ve bu olumsuz etkinin ilacin kullaniminda doz sinirlayici faktér oldugu
bilinmektedir (Chen et al., 2007). Calismamizda kullandigimiz resveratrol dozlarinin,
DXR’nin indiikledigi MDA artisin1 anlamli olarak azalttigini; fakat, bu azalmanin normal
degerlere ulasacak sekilde olmadigint gézlemledik. Diger taraftan, resveratroliin cDDP’nin
kalp dokusunda neden oldugu MDA artisin1 konsantrasyona bagli bir sekilde anlaml
olarak diisiirdiigii, hatta elde edilen sonuclarin kontrolden farkli olmadig1 gdzlendi.
Karaciger ve bobrek dokularinda ise hem DXR, hem de c¢cDDP’nin indiikledigi artmis
MDA diizeylerinin, resveratrol kullanimi ile konsantrasyona bagli bir sekilde anlamli

olarak azaldig1 gozlendi.

CD, lipit peroksidasyonu sirasinda olusan bir ara iirlindiir. Lipit peroksidasyonunun
baslangi¢ agamasinda, lipit radikalleri, lipit radikallerinin oksijen ile reaksiyonu sonucu ise
lipit peroksi radikalleri olusur. Daha sonraki asamada, molekiiller arasinda ¢ift baglarin
kurulmasiyla CD’ler olusur. Yapilan calismalarda, DXR ve cDDP’nin, dokularda CD
diizeylerini artirdigr gosterilmistir (Firdous and Kuttan, 2012; Hrelia et al., 2002;
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Naganuma et al., 1988; Olas and Wachowicz, 2004). Kemoterapdtik ilaglarin dokular
tizerindeki kronik toksik etkilerinin yaninda, akut toksik etkileri de bulunmaktadir.
Ornegin, DXR tedavisinde uygulamadan yaklasik 1 saat sonra konjuge dien iiretimi
artmaktadir (Hrelia et al., 2002). Lipit peroksidasyonunu daha erken donemde tespit etmek
icin CD diizeylerine bakmak gerekmektedir. Yapilan birkag¢ ¢alismada, resveratroliin, lipit
peroksidasyon ara iiriinii olan CD diizeyleri iizerinde etkili oldugu gésterilmistir. Ornegin,
DXR (20mg/kg bw) kardiyotoksisitesi olusturulan siganlarla yapilan bir ¢alismada, 3 veya
5 giin uygulanan resveratroliin (100 ve 200 mg/kg bw), artmis CD diizeylerini diistirdigi
rapor edilmistir (Andreadou et al., 2007). cDDP uygulamasi ile kan platelet toksisitesi
olusturulan hiicre modelinde de, resveratroliin (1-25 ug/ml), artmis CD diizeylerini
konsantrasyona bagli bir sekilde anlamli olarak azalttigi gosterilmistir (Olas and
Wachowicz, 2004).

Bizim ¢alismamizda da, yukaridaki bulgulara benzer sekilde, CD diizeyleri, sadece
DXR ve sadece cDDP uygulanan hayvanlarin kalp, karaciger ve bobrek dokularinda,
kontrol gruplarina gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05). Calismamizda, DXR
toksisitesinde, uyguladigimiz resveratrol dozlarinin kalp ve bobrek dokularinda, artmig CD
diizeyleri iizerinde, DXR grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir farkliliga yol
acmadig goriildi (p>0,05). DXR+RES12,5 ve DXR+RES25 gruplarinin karaciger
dokularindaki CD diizeyleri ise DXR grubuyla karsilastirildiginda, anlamli diizeyde diisiik
bulunurken (p<0,05); kontrol grubuyla karsilastirildiginda, anlaml bir farklilik izlenmedi
(p>0,05). Calismamizda, cDDP+RES12,5 ve cDDP+RES25 gruplarindaki hayvanlarin
karaciger ve bobrek dokularindaki CD diizeyleri, cDDP grubuyla karsilastirdigimizda,
konsantrasyona bagli olarak anlamli diizeyde diisiik bulunurken (p<0,05); kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, anlamli bir farklilik olmadig1 gbzlendi (p>0,05). Kalp dokusunda ise
25 mg’lik resveratrol dozunun, cDDP’nin indiikledigi artmis CD diizeylerini anlamh

diizeyde diistirdiigii gézlendi (p<0,05).

Reaktif nitrojen tliri olan NO, anti-inflammatory fonksiyonu olan bir
vazodilatordiir. Yiiksek konsantrasyonlardaki reaktif oksijen tiirleri NO ile birleserek,
oldukca reaktif peroksinitritlerin olusmasina ve lipit peroksidasyonuna neden olmaktadir
(Frombaum et al., 2012). DXR ve ¢cDDP’nin kalp ve bobrek dokularinda NO diizeylerini
arttirdig1 yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Goormagtigh et al., 1990; Giileg et al., 2004;
Srivastava et al., 1996, Watanabe et al., 2000; Wallace, 2003; van Norren et al., 2009).
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Oksidatif stres, INOS aktivasyonunu indiiklemekte ve dolayisiyla NO salmimini
artirmaktadir. DXR’nin dokularda yol actigi toksik etkilerden biri, iyon kanallarim
etkileyerek hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu arttirmasidir (Wallace, 2003;
Goormagtigh et al., 1990; van Norren et al., 2009). Hiicre i¢ci Ca™ konsantrasyonun
artmasi, yapisal NOS’u aktif hale getirerek, NO konsantrasyonunun asir1 artisina neden
olmaktadir. Resveratroliin, anti-inflamasyon ve anti-oksidant fonksiyonlar1 sayesinde,
oksidatif stresin neden oldugu NO artig1 dnlenmektedir. Yapilan bir ¢alismada, DXR’nin
(20mg/kg bw) sigan torasik aortunda neden oldugu artmig eNOS ve iNOS ekspresyonlarini
resveratroliin (10 mg/kg bw) inhibe ettigi ve buna baghi NO artigin1 6nledigi gosterilmistir
(Olukman, 2009). Bagka bir ¢calismada, DXR (20 mg/kg bw) uygulamasi ile karaciger ve
bobrek dokularinda iNOS ve eNOS ekspresyonlarinin anlaml diizeyde yiikseldigi ve
dolayistyla NO miktarinin arttigi, resveratroliin (20 mg/kg bw) ise bunlar {izerinde azaltici
etkide bulundugu gésterilmistir (Oktem et al., 2010; Tsai et al., 1999). Diger in vivo
calismalarda da, oksidatif strese indiiklenmis farkli dokularda ortaya ¢ikan artmig NO
diizeylerinin resveratrol tarafindan diisiiriildigli gosterilmistir (Sebai et al., 2011; Simao et
al., 2011). Resveratrolin NFkB’nin transkripsiyonel aktivitesini inhibe ederek iNOS
aktivasyonunu 6nledigi ve bu sayede NO salinimini azaltabilecegi belirtilmektedir (Tsai et
al., 1999).

Bizim calismamizda, NO diizeyleri, sadece DXR ve sadece cDDP uygulanan
hayvanlarin kalp, karaciger ve bobrek dokularinda kontrol gruplarina gore beklenildigi
sekilde anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05). Calismamizda, DXR+RES12,5 ve
DXR+RES25 gruplarindaki hayvanlarin karaciger ve bobrek dokularindaki NO
diizeylerinin, DXR grubuyla karsilastirildiginda, konsantrasyona bagli olarak anlaml
diizeyde azaldig1 gbzlendi (p<0,05). Kalp dokusu ile ilgili bulgularimiza gore ise sadece
DXR+RES25  kombinasyon grubundaki NO  diizeylerinin, DXR  grubuyla
karsilastirildiginda, anlamli olarak azaldigi gorildii  (p<0,05). Calismamizda,
cDDP+RES12,5 ve cDDP+RES25 gruplarindaki hayvanlarin karaciger ve bdbrek
dokularindaki NO diizeylerinin, cDDP grubuyla karsilastirildiginda, konsantrasyona bagh
olarak azaldig1 (p<0,05) ve kontrol grubudan istatistiksel olarak farkli olmadig1 gézlendi
(p>0,05). Kalp dokusu ile ilgili bulgularimiza gore ise sadece cDDP+RES25 kombinasyon
grubundaki NO diizeylerinin, cDDP grubuyla karsilastirildiginda, anlamli olarak azaldig:
goriildii (p<0,05). Daha onceden yapilan calismalarda, kalp dokusunun, antioksidan

aktivitesinin diisiitk, NOS enzim seviyesinin ise yiiksek oldugu ifade edilmektedir (Green
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and Leeuwenburgh, 2002; Jung and Reszka, 2001). Calismamizda, kalp dokusunda
olusturulan DXR ve cDDP toksisitesine bagli artmig NO diizeyleri {izerinde 25 mg’lik
resveratrol dozunun etkili oldugu goriildii. 12,5 mg’lik resveratrol dozunun NO diizeyleri

tizerinde etkili olamamasi, kalp dokusundaki hassasiyet ile aciklanabilir.

GSH, bir hiicrenin redoks durumunu ifade eden baslica molekiildiir. Okside
(GSSG) ve rediikte (GSH) formdaki glutatyonun hiicre i¢indeki oraninin siki bir sekilde
diizenlenmesi gerekmektedir. Oksidatif stresin, GSSG lehine olan artisinda hiicre i¢inde
pek cok enzimin hasar gérmesi kaginilmazdir. Enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla,
DXR’nin indiikledigi serbest radikal olusumlar, oksidatif strese ve GSH diizeyinin
azalmasina neden olmaktadir (Horenstein et al., 2000; Jung and Reszka, 2001; Oktem,
2002; Quiles et al., 2002). cDDP toksisitesi sonucunda da bir¢ok dokuda GSH diizeyleri
azalmaktadir (Ajith et al., 2007; Giile¢ et al., 2004; Mansour et al., 2002; Olas and
Wachowicz, 1998; Olas and Zbikowska, 1999; Saad et al., 2009; Shemida et al., 2005).
cDDP, serbest radikal olusumlar1 artirarak (Amaral et al., 2008) ve GSH-platinum
konjugatini olusturarak, GSH diizeylerinin azalmasina neden olmaktadir (Eastmen, 1987,
Ishikawa and Osman, 1993). H,O,, akrilamid, lipopolisakarit (LPS), siklosporin, pyragallol
ve sigara dumani gibi maddelerle olusturulan oksidatif stresin GSH diizeylerini diisiirdiigii;
fakat, farkli yontem ve dozlarda uygulanan resveratroliin, diismiis GSH diizeylerini anlamli
olarak yiikselttigi in vivo ve in vitro caligmalarla gosterilmistir (Almeida et al., 2008;
Alturfan et al.,2012; Chander et al., 2005; Sebai et al., 2011; Upadhyay et al., 2008). DXR
(20mg/kg bw) kardiyotoksisitesi olusturulan siganlarla yapilan bir caligmada, 7 haftalik
resveratrol uygulamasinin, kalp dokusunda azalmig GSH diizeylerini artirdigi goézlendi
(Tathidere et al., 2009). Resveratroliin, cDDP toksisitesi {izerine olan etkisi lizerine yapilan
bir calismada da, resveratrol uygulamasinin trombositler, lenfositler, kemik iligi ve bobrek
dokularindaki azalmis GSH diizeylerini anlamli olarak yiikselttigi belirtilmistir (Amaral,
2008; Attia, 2012; Olas et al., 2005; Wang et al., 2009).

Resveratroliin, GSH iizerindeki etkisinin hangi mekanizmalarla oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Redox duyarli transkripsiyon faktorii Nrf2’nin, GSH diizeylerini kontrol
eden GCL (Glutamat sistein ligaz) geni gibi, faz-II genlerinin transkripsiyonal
regiilasyonunda 6nemli rolii oldugu belirtilmektedir (Rahman et al. 2000). Transkripsiyon
faktorii olan Nrf2’nin, hiicrelerde, normalde stoplazmada bulundugu ve Keapl tarafindan

inaktive edildigi; fakat, resveratroliin Nrf2’nin niiklear translokasyonunu artirdig:
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belirtilmektedir (Liu et al., 2011). Yapilan bir ¢alismada, sigara dumani ile oksidatif strese
indiiklenen insan akciger alveolar epitelial hiicrelerinde (A549), resveratroliin (10uM)
Nrf2’nin niiklear translokasyonunu artirdigi ve dolayisiyla diismiis GSH diizeylerinin
yiikseldigi gosterilmistir (Kode et al. 2008). UV ile oksidatif strese indiiklenen HaCaT
(insan keratinosit hiicreleri) hiicreleriyle yapilan baska bir ¢calismada, resveratroliin, Nrf-2
proteininin niiklear translokasyonunu artirdiit ve bunun da anti-oksidant enzimlerin
aktivasyonunun ylikselmesine neden oldugu gosterilmistir. Calismada, resveratroliin,
Keapl proteininin yikimini indiikleyerek, Nrf2-Keapl kompleksinin ayrilmasina neden
oldugu; fakat bunun hangi mekanizma ile yapildigmmin arastirllmas1 gerektigi
vurgulanmistir (Liu et al., 2011).

Bizim c¢alismamizda, GSH diizeyleri, sadece DXR ve sadece cDDP uygulanan
hayvanlarin  kalp, karaciger ve bobrek dokularinda, kontrol gruplariyla
karsilagtirildiklarinda, anlamli  diizeyde diisik bulundu (p<0,05). Calismamizda,
DXR+RES12,5 ve DXR+RES25 gruplarinin karaciger ve bobrek dokularindaki GSH
diizeyleri, DXR grubuyla karsilagtirildiginda anlamli diizeyde yiiksek bulunurken (p<0,05);
DXR+RES25 grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda, anlaml bir farklilik gézlenmedi
(p>0,05). Kalp dokusunda ise, DXR+RESI12,5 ve DXR+RES25 gruplarindaki GSH
diizeyleri, DXR grubuyla karsilastirildiginda, anlamli diizeyde yiiksek bulunurken
(p<0,05); kontrol grubuyla karsilastirildiklarinda, anlamli olarak diisiik oldugu goriildi
(p>0,05). Doksorubisinin glutatyon peroksidazi inhibe etmesi ve kalp dokusunun diger
organlardan daha diisiik antioksidan aktiviteye sahip olmasi gibi etkenler, bu dokunun
oksidatif strese olan hassasiyetini artirmis olabilir (Jung and Reszka, 2001). Calismamizda,
cDDP+RES25 gruplarindaki hayvanlarin karaciger dokusu GSH diizeyleri, cDDP grubuyla
karsilagtirildiginda, anlamli olarak yiiksek bulunurken (p<0,05); kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, anlamli bir farklihik goriilmedi (p>0,05). cDDP+RES12,5 ve
cDDP+RES25 gruplarmin kalp ve bobrek dokular1 GSH diizeyleri, cDDP grubuyla
karsilagtirildiginda, anlamli diizeyde yiiksek bulunurken (p<0,05); kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0,05).

En Onemli intraselliillar antioksidan enzimlerden biri olan SOD, siiperoksidinin
hidrojen peroksit ve molekiiller oksijene doniligiimiinii saglamakta ve lipit
peroksidasyonunu engellemektedir. Cok yiiksek miktarlarda oksidatif strese maruz kalan

hiicrelerde, SOD aktivitesi diigmektedir. Artmis serbest radikallerin etkisizlestirilmesi
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stirasinda, SOD enziminin fazla kullaniliyor olmasi ve katalaz enziminin inaktivasyonu ile
ortaya ¢ikan hidrojen peroksidin SOD aktivasyonunu inhibe etmesi gibi durumlar, enzimin
aktivitesini diisiirebilmektedir (Hassan and Fridovich, 1978). In vivo ve in vitro
caligmalarda; siklosporin, LPS, glutamat gibi indiikleyici ajanlarla oksidatif stres
olusturulan modellerde, resveratroliin karaciger, kalp, bobrek dokularinda ve hiicre
kiiltiirlerinde ortaya ¢ikan azalmig SOD aktivitelerini yiikselttigi belirtilmektedir (Chander
et al., 2005; Fukui et al., 2010; Rubilio et al., 2008; Sebai et al., 2011). DXR (20mg/kg bw)
kardiyotoksisitesi olusturulan sicanlarla yapilan bir calismada, 7 haftalik resveratrol
uygulamasinin kalp dokusunda azalmig SOD aktivite diizeylerini artirdig1 belirtilmektedir
(Tathidere et al., 2009). Sisplatin tedavisinde de yiiksek oranda ROT olusumu nedeniyle
SOD aktivitesi azalmaktadir (Ajith et al., 2007; Giileg et al., 2004; Mansour et al., 2002;
Olas et al., 2005; Olas and Wachowicz, 2004; Saad et al., 2009; Shemidia et al., 2005).
Yapilan ¢aligmalarda, resveratroliin trombosit ve lenfositlerde, cDDP’nin neden oldugu
diisiik SOD diizeylerinin yiikselmesini sagladigi rapor edilmistir (Olas et al., 2005; Wang
et al., 2009).

Bizim c¢aligmamizda, SOD aktiviteleri, sadece DXR ve sadece cDDP uygulanan
hayvanlarin kalp, karaciger ve bobrek dokularinda, kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda,
beklenildigi gibi anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0,05). Calismamizda, DXR+RES12,5
ve DXR+RES25 gruplarindaki hayvanlarin kalp, karaciger ve bobrek dokulart SOD
aktiviteleri, DXR grubu ile karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiliksek bulunurken
(p<0,05); kontrol grubuyla karsilastirildiginda, anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).
Calismamizda, cDDP+RES12,5 ve cDDP+RES25 gruplarindaki hayvanlarin kalp,
karaciger ve bobrek dokularindaki SOD aktivitelerinin, cDDP grubuyla karsilagtirildiginda,
anlamli sekilde yiikseldigi gozlendi (p<0,05). cDDP+RES12,5 ve cDDP+RES25
gruplarindaki kalp dokusu SOD aktiviteleri, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, anlaml
bir farklihlk gozlenmedi (p>0,05). Karaciger dokusu SOD aktiviteleri agisindan
bakildiginda, cDDP+RES12,5 grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiik
oldugu (p<0,05); fakat, cDDP+RES25 ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik
olmadig1 gozlendi (p>0,05). cDDP+RES12,5 ve cDDP+RES25 gruplart ile kontrol grubu
arasinda bobrek dokular1 SOD aktivitelerinde anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

Kanser olgularini tedavi etmek i¢in kullanilan kemoterapétik ilaglardan DXR ve

cDDP’nin normal hiicrelerde neden oldugu toksik etkiler, bu ilaclarin kullanimim
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sinirlamaktadir. DXR ve cDDP’nin indiikledigi reaktif oksijen ve nitrojen radikal
olusumlarinin asir1 artisi, intraseliilar antioksidan etkinligin azalmasina neden olmakta ve
bu durum, DNA dahil 6nemli bircok hiicresel yapilarda harabiyete ve hasara yol
acmaktadir. Bizim ¢alismamizda, DXR ve cDDP uygulamasinin, si¢anlarin kalp, karaciger
ve bobrek dokularindaki MDA, CD ve NO diizeylerinde artisa; GSH ve SOD diizeylerinde
azalmaya ve dolayisiyla oksidan-antioksidan dengesinin oksidan tarafa dogru bozulmasina
neden olduklar1 goriildii. ROT hasari, iki temel mekanizma ile 6nlenebilir. Bunlardan biri
ROT olusumlarim1 azaltmak, ikincisi de antioksidan aktiviteyi yiikseltmektir. Asir1 artis
gosteren serbest radikallerin varliginda, enzimatik antioksidanlarin yapisal ve
konformasyonel degisiklige ugramasi ve enzimatik olmayan antioksidanlarin fazlaca
tiiketilerek azalmasi, antioksidan etkinligin zayiflamasina neden olmaktadir (Olinski et al.,
2002). Calismamizda, resveratroliin, DXR ve ¢cDDP’nin neden oldugu oksidatif etkileri
azalttig1 ve hiicresel antioksidan etkinligi artirdigi gozlendi. Polifenolik bir bilesik olan
resveratroliin, olduke¢a yiiksek antioksidant aktiviteye sahip oldugu ve ozellikle 4. ve 5.
pozisyonlardaki hidroksil gruplarinin, “-OH, O, gibi serbest radikalleri siipiiriicii fonksiyonu
oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir (Fauconneau et al. 1997; Teissedre et al. 1996;
Leonard et al. 1997; Brito et al. 2006). Bunun yaninda, resveratroliin, spesifik
radikallerden en ¢ok OH radikali ile reaksiyona girdigi belirtilmektedir (Leonard et al.,
2003).

Bizim calismamizda, 25 mg/kg bw’lik resveratrol dozunun, siganlarin kemik iligi
hiicrelerinde, DXR’nin neden oldugu kromozom hasarlarinda 2,01 kati oraninda,
cDDP’nin neden oldugu kromozom hasarlarinda ise 3,42 kat1 oraninda azalma sagladig:
goriildii. Ayrica resveratroliin; kalp, karaciger ve bobrek dokularinda artmis MDA, CD ve
NO diizeylerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disiirdiigii (p<0,05); diismiis GSH
diizeyleri ile SOD aktivitelerini ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiikselttigi
(p<0,05) gozlendi. Calismamizdan elde ettigimiz bu bulgular 15181nda; resveratroliin, DXR
ve ¢cDDP’nin dogrudan veya dolayli yollarla neden oldugu artmis kromozom hasarlarinin
azalmasinda ve dokulardaki azalmig antioksidan aktivitenin ylikselmesinde, anti-
genotoksik ve anti-oksidatif fonksiyonlarmin 6nemli derecede katki saglamis olabilecegini

sOyleyebiliriz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, doksorubisin (DXR) ve sisplatinin (¢cDDP) indiikledigi kromozomal
ve biyokimyasal degisimlere karsi resveratroliin (RES) koruyucu etkisinin olup olmadigt
arastirildi. Bir antioksidan olan resveratroliin, sisplatin veya doksorubisin ile indiiklenen
klastojenisite lizerine koruyucu etkisinin tespit edilmesi ve kemoterapoétik ilaglarla birlikte
adjuvant bir terapinin gerekliliginin tartisabilmesi agisindan, bu c¢alisma Onem arz
etmektedir. Bizim ¢alismamiz, resveratroliin uygulanmasi ve yontem ag¢isindan daha 6nce
yapilan caligmalardan farklidir. Tek doz DXR ve cDDP uygulamasi sonrasinda
kromozomal hasar ve oksidatif stres 24 saat sonra en yiiksek seviyede goriilmektedir.
Resveratroliin yar1 6mrii 24 saatten ¢ok daha kisa oldugundan, DXR ve cDDP’nin
klastojenik ve oksidatif stresine karst korumada tek doz resveratrol uygulamasi onun
antioksidan etkisinin zayiflamasina neden olmaktadir. Bu ¢alismada bu olumsuzluga karsi
tekrarlayan resveratrol dozlariyla koruma etkisinin giiclendirilmesi hedeflenmistir.

Bu calismada, resveratroliin 25 mg’lik dozunun, 12,5 mg’lik doza gore hiicreleri
DXR’nin olusturdugu kromozom hasarlarina kars1 daha iyi korudugu gériildii. cDDP’nin
olusturdugu kromozom hasarlarin1 ise, resveratrolin 12,5 ve 25 mg’lik dozlarinin
konsantrasyona bagli bir sekilde dnemli dlclide azalttig tespit edildi. Diger taraftan; bu
calismanin biyokimyasal verileri, bu alanda daha once elde edilmis bulgular1 dogrular
mabhiyettedir. Resveratroliin, kalp, karaciger ve bobrek dokularinda, DXR ve ¢DDP’nin
indiikledigi artmigs MDA, CD, ve NO diizeylerini 6énemli 6l¢iide azalttigi ve azalmis GSH
diizeyleri ile SOD aktivitelerini ise dnemli dlgiide arttirdig1 bu ¢alismamizda da goriildii.

Bu calisgmamizda, resveratroliin DXR ve c¢DDP’nin neden oldugu kromozom
hasarlarinin azaltilmasinda 6nemli derecede etkileri tespit edilmekle birlikte; antineoplastik
ajanlarla birlikte resveratrol tedavisinin uygulanip uygulanmayacagi konusu daha genis

capli aragtirmalar ile ortaya konulmasi gerekmektedir.
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