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Deneysel Uriner Sistem Tas Hastahg Modelinde Melatoninin Koruyucu Etkileri

Ogrencinin Adi: Tarik Emre SENER
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Anabilim Dal: Uroloji Anabilim Dali

OZET

Amag: Uriner sistem tas hastalimin sik goriilmesi ve sik tekrarlamasi nedeniyle
Onleyici ve tedavi edici stratejiler gelistirilmeli ve diizenlenmelidir. Oksidatif stres,
iiriner sistemde tas olusumuna ve birikimine aracilik eden mekanizmalardan biridir. Bu
calismada, giiclii bir antioksidan olan melatoninin tag olusumunu engelleyici ve tasa

bagli hasara karsi tedavi edici etkilerinin incelenmesi amaclandi.

Gereg ve Yontem: Yaklasik 3 aylik erkek, 250-300 gr agirliginda 32 adet Wistar albino
sican randomize edilerek esit sayida olmak iizere (n=8) kontrol (tastyici uygulamali),
etilen glikol (EG), melatonin 6n tedavili EG (Mel + EG + Mel) ve melatonin tedavili EG
(EG + Mel) olmak iizere dort gruba ayrildi. Tas hastaligi modeli olusturulmasi igin
siganlara %0.75 EG igeren igme suyu 8 hafta siire ile verildi. EG + Melatonin 6n
uygulamali grupta melatonin EG ile es zamanlhi baglanarak toplam 8 hafta,
EG+Melatonin tedavili grupta ise 8 hafta EG verilirken 4. haftadan itibaren melatonin 10
mg/kg ip olarak 4 hafta boyunca uygulandi. Calisma sonunda hayvanlar metabolik
kafeslere alind1 ve idrarda kalsiyum, oksalat, sitrat ve kreatinin tayinleri i¢in 24 saatlik
idrar ornekleri toplandi. Ardindan eter anestezisi altinda intrakardiyak kan ornekleri
alinan hayvanlar dekapite edildi ve bobrek dokular1 alindi. Kan 6rneklerinde osteopontin
ve N-asetil-B-glukozaminidaz tayinleri, bobrek dokularinda ise histopatolojik ve
biyokimyasal incelemeler ile glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), superoksid
dismutaz (SOD), myeloperoksidaz (MPO), kaspaz-3, oksidatif DNA hasar1 (§-OHdG),
ve Matriks Metaloproteinaz-9 (MMP-9) tayinleri yapildi.



Bulgular: EG uygulamasi kalsiyum diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaltmig, Mel + EG + Mel grubunda kontrol degerlere yaklasti. EG grubunda kontrole
gore artan oksalat, sitrat ve kreatinin diizeyleri ise Mel + EG + Mel grubunda anlamli
olarak diizeldi. EG + Mel grubunda idrar parametreleri, EG grubuyla kiyaslandiginda
anlamli diizelme gostermedi. Bobrek dokusunda oksidatif hasarin géstergesi olan MDA,
MPO, 8-OHdG, kaspaz aktivitesi ve iNOS ve MMP-9 anlamli olarak artti.. On
uygulamali melatonin grubunda bu degisiklikler geri ¢evrilirken EG + Mel grubunda
GSH diizeyleri ve SOD aktivitesi disindaki parametrelerde diizelme izlendi. Histolojik
bulgular da biyokimyasal bugular1 destekledi.

Sonug¢: Melatoninin giiclii bir antioksidan madde olarak iiriner sistem tas hastaliginin
olusumunu engelledigi ve tas olusmus bobrek dokusunda, bobrek dokusunu taga bagh
hasara kars1 korudugu gosterildi. Bu bulgular, melatoninin tas hastalarindaki klinik

kullaniminda yeni bir alternatif yaklasim olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: etilen glikol, melatonin, oksidatif DNA hasari, N-asetil-f-

glukozaminidaz, osteopontin



Protective Effects of Melatonin in Experimental Urinary Stone Disease Model in
Rats

Student’s Name: Tarik Emre SENER
Supervisor: Prof. Dr. Cem AKBAL
Department: Urology

SUMMARY

Introduction: Urinary system stone disease (USSD) has high incidence and recurrence
rates; thus, prevention and treatment strategies should be optimized. Oxidative process is
one of the key contributors of crystal adhesion and aggregation that leads to stone
formation. In this study, we evaluated the preventive and curative effects of melatonin

(Mel), an anti-oxidant agent, on USSD in rats.

Materials and Methods: Thirty-two Wistar albino rats of 3 months-old, weighting
between 250-300 gr, were randomized and divided into 4 groups; vehicle administered
control, ethylene glycol (EG), EG + preventive M (Mel + EG + Mel), EG + curative Mel
(EG+ Mel) groups. USSD was induced by adding 0.75% EG to drinking water of rats
for 8 weeks. Melatonin is given at a dose of 10 mg/kg ip with EG, from day 1 in
preventive Mel group along with EG during 8 weeks while in curative Mel group Mel is
given after 1 month of EG and continued along with EG until the end of the 8" week. At
the end of the experiment, 24-hours urine was collected and rats were decapitated for
blood and tissue collection. In blood samples N-acetyl-B-glucosaminidase and
osteopontin levels, in tissue samples along with histopathological and biochemical
analyses, glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), myeloperoxidase (MPO),
caspase-3, oxidative DNA damage (8-OHdG), and metalloproteinase-9 (MMP-9) levels

were measured.



Results: EG administration decreased calcium, citrate and creatinine levels and
increased oxalate levels in urine samples of rats compared to control group whereas
curative and preventive Mel reversed these parameters back to control levels, latter
being more significant. Oxidative damage indicators such as MDA, MPO, §8-OHdG,
caspase-3 activities and iNOS and MMP-9 levels were significantly increased in EG
group. In preventive M group all these parameters were reversed whereas in curative
Mel group all the parameters except GSH and SOD levels were back to control levels.

Histopathological analyses were in concordance with biochemical analyses.

Conclusion: Melatonin protects against renal tubular cell injury in USSD and against
de-novo stone formation. These findings show that melatonin can present a new

alternative approach towards USSD.

Keywords: ecthylene glycol, melatonin, oxidative DNA damage, N-acetyl-f-

glucosaminidase, osteopontin
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1. GIRIS ve AMAC

Uriner sistem tas hastalig1 (USTH) bdbrek fonksiyon bozukluguna ve kalic1 renal hasara
yol acabilen 6nemli bir iirolojik hastaliktir. Uriner sistem tas hastaliginin sik gériilme ve
tekrarlayici nitelikte olmasi 6zeliklerinden dolay1 tas olusumunu 6nleyici mekanizmalar
iizerinde yapilan ¢alismalar her gegen giin daha da énem kazanmaktadir. Uriner sistem
tas hastalif1 erigkin yas gruplarinda Avrupa’da %35-9 arasinda, Kanada’da %12,
Amerikada %13-15 oranlarinda saptanmaktadir.’ Adolesan yas grubunda insidans
caligmalar1 tas hastalig1 sikliginin hizlica arttigini gfjstermektedir.z'6 Amerika Birlesik
Devletleri'nde USTH prevalansinin genel popiilasyonda %10-15 arasinda degistigi
bildirilmistir.”” NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey) verileri
incelendiginde 1976-1980 yillar1 arasinda %3.8 olan USTH prevalansmin 1988-1994
yillar1 arasinda %35.2’ye ¢iktigini, yani %37 oranda arttig1 bildirilmistir.'® USTH, erkek
popiilasyonda kadinlara oranla hastaligin 2-3 kat daha sik goriildiigii bildirilmistir."’

USTH nin kronik bdbrek yetmezligine (KBY) sebep olmasi, bu hastalik iizerine
yapilan caligmalar1 arttirmustir.  USTH, erigkin popiilasyonda goriilen KBY ’nin
%3.2’sinden, pediatrik popiilasyonda goriilen KBY’nin %3.8’inden sorumludur.'*'®
Tirkiye’de yapilan kohort caligmalari, pediatrik yas grubunda goriilen KBY’ nin
%8’inden USTH’nin sorumlu oldugunu ortaya koymustur.'” USTH, tiim yas gruplarinda

hayat boyunca tas hastaligi %50 oranda tekrarlamaktadir." '®

USTH olan hastalar i¢in harcanan senelik ddenekler incelendiginde 2000 yilinda
yaklagik 2.1 trilyon dolar harcama yapildigi ve bu miktarin 1994 yilinda yapilan

harcamaya oranla %50 oranda artmis oldugu goriilmiistiir."’

Bu yiiksek miktardaki
odemeler de USTH’mi onleyici tedavi protokollerinin gelistirilmesinin  énemini

gostermektedir.

Uriner sistem taslarmin olusumu, ¢ok basamakli biyokimyasal olaylardan

meydana gelmektedir. Temel olarak cekirdek olusumu (niikleasyon), kristal biiylimesi,



kristal birikimi ve sonugta olusan kristallerin tiibiiler sistemden atilamamasi ve tutulmasi
ile olusmaktadirlar.'” ?° idrarda artan oksalat ve kalsiyumun olusturdugu CaOx,
¢cOziinlirliglniin diisiik olmas1 nedeniyle CaOx slipersatiirasyonuna neden olmakta ve
takiben gelisen oksidatif hasar ile hiicre hasarmma ve niikleasyona sebep olarak kristal
olusumu baglatmaktadir. Kristal biiytimesi, birikmesi ve hiicre membran hasar1 sonrasi
ortaya c¢ikan kristal baglayici molekiillerle birlesmesi sonucu kristal adhezyonu ve

tutulumu ile diriner sistem tas1 olusmakta ve renal epitelyum hasarina yol agmaktadir."
21,22

Literatiirde yaygin olarak kullanilan deneysel model %0.75 etilen glikol (EG) ile
indiiklenen USTH modelidir. Hiicre kiiltiirlerinde ve in-vivo deneysel ¢alismalarda
reaktif oksijen tiirevlerindeki (ROT) artisin tas olusumunda o6nemli rol oynadigi
belirlenmistir.”® Literatiirde bulunan antioksidan tedavinin tas olusumunda ve/veya tasa
bagl renal hasardaki rolii ile ilgili goriisler dogrultusunda ¢aligmamizda EG modelinde
melatoninin bobrekte tas olusumuna bagli hasar iizerindeki etkileri ¢esitli parametreler

esliginde incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tas Olusum Mekanizmalar

Tas olusumu ile ilgili ¢alismalar ilk olarak 1937 yilinda Randall’in renal papillanin
ucunda ve cevresinde biriken kristal birikimini gostermesi ve bu kristalleri kalsiyum
fosfat kristalleri olarak tanimlamasiyla baglamistir.”* Bu tarihten sonra tas olusum
mekanizmalar ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmis ve detaylandirilmistir. Tas olusumu
glomerular filtratin nefrondan gegisi esnasinda gelisen kompleks mekanizmalar sonucu
gerceklesir. Tas olusumuna sebep olan tuzlarin silipersaturasyonunu takiben
presipitasyon, kristalizasyon ve niikleasyon gerceklesir. Kristal olustuktan sonra ya
idrarla atilir ya da retansiyona ugrayarak kristal birikimi ve sonucunda tas olusumuna

sebep olur.

Idrarda tas olusturan tuzlardan en 6nemlileri kalsiyum ve oksalattir. Tas olusum
mekanizlar1 arastirilmasinda tarihsel siire¢ igerisinde 1968’de Nordin ve ark.’in ve
1980°de Robertson ve ark’nin yaptigi c¢alismalarda oksalatin kalsiyuma oranla tag
olusumunda daha nemli bir yere sahip oldugu diisiiniilmiistiir.”>*® Ancak 2004’de Pak
ve ark’nin yaptigi ¢calismalar idrar kalsiyumunun ve idrar oksalatinin tas olusumunda esit

6nemde oldugu ve katki yaptig1 saptanmugtir. >

Idrarda kalsiyum oksalat (CaOx) konsantrasyonu normal doygun bir sulu
cozeltide bulundugundan 4 kat fazladir. Tas olusumu inhibit6rlerinin varliginda CaOx
presipitasyonu ancak ¢oziiniirliigliniin 7 ila 11 kat1 kadar yiiksek oldugunda gerceklesir.
Saf bir soliisyonda gergeklesen niikleasyon, homojen niikleasyon olarak adlandirilir.
Homojen niikleasyon sonucu olusan cekirdekler kristal olusumun ilk basamagidir ve
stabil degildir. Bu ¢ekirdekler belirli bir biiyiikliigiin altinda ise veya idrarin nefrondan
gecis zamani kisa ise ¢oziilebilir veya idrarla atilabilir ve tas olusumuna sebep olmazlar.
Tas olusumu inhibitérleri bu c¢ekirdeklerin biiyiimesini engellerken tas olusumunu
hizlandiran tesvik mekanizmalar1 ise bu c¢ekirdeklerin iizerinde baglanti noktalar

olusturarak biiyiimelerine ve kristal olusumuna sebep olur. idrarda kristal olusumu



genellikle mevcut epitel hiicrelerinin, hiicre c¢okiintiilerinin veya diger kristallerin
tizerinde cekirdeklerin baglanmasi ve kristalizasyonu yani heterojen niikleasyon sonucu

gerc;eklesir.”'3 4

Yapilan caligmalar idrarin normal gecis siiresi icerisinde bobregin
herhangi bir noktasinda retansiyona ugrayabilecek biiyiikliikte kristal olusumunun
miimkiin oldugunu géstermistir.”> Kok ve Khan, 1994 yilinda CaOx tas1 olusumunda 2
teori bildirmistir. Bunlardan biri sabit partikiil teorisidir. Bu teoriye gore kristallerin
baglandig1 ve yiliksek yogunluktaki idrara daha uzun siire maruz kaldigr baglanti
noktalart meveuttur.” Khan ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada bu baglanti noktalarinin
oksalata bagli renal tiibiiler hiicre hasari sonucu ortaya ¢iktigii gostermistir.’® Yine
Khan ve ark.’nin yaptig1 caligmalarda da yiiksek oranda oksalat verilen hayvanlarda
olusturulan CaOx tas modellerinde tiibiiler hiicre hasar1 gostergesi olan N-asetil-f-
glukozaminidazin ve alkalen fostatin idrarda belirgin olarak arttigi izlenmistir.’’
Verkoelen ve ark. da CaOx kristallerinin hasarli renal epitele baglandigini, yaptiklari in-
vitro calismada gdstermistir.”® Yapilan klinik ¢alismalarda CaOx kristallerinin renal
tiibliler hiicrelerden endositozu ve sonrasinda bu Kkristallerin bazal membranda,
interstisyumda birikmesi ve sonucunda gerceklesen hiicre hasarina ve dliimiine sebep
oldugu oksalat metabolizma bozuklugu olan hastalarda gosterilmistir.”> Knoll ve ark.
2004’de yaptiklart hiicre kiiltiiri ¢alismasinda interstisyumun kristal birikimi ve tas

olusumunda primer bolge oldugunu ortaya koymustur.*

Magnezyum, sitrat ve pirofosfat, kristal birikimi onleyerek tas olusumuna engel
olan en 6nemli inhibitérlerdendir. Sitrat, CaOx ve kalsiyum fosfat taslarinin olusumunu
birka¢ mekanizma ile inhibe etmektedir. Bunlardan ilki, sitratin kalsiyum ile baglanip
kompleks olusturarak oksalat ve fostat ile birlesip tas olusumuna sebep olacak iyonize
kalsiyum miktarin1 azaltmasidir. Ikincisi, sitratin direk olarak CaOx birikimini ve
cokmesini engellemesidir. Son olarak, sitrat, monosodyum iirat iizerinden gelisen

heterojen niikleasyonu engellemektedir.*'™*

Magnezyum, oksalat ile birleserek iyonik
oksalat miktarini azaltir ve CaOx siipersatlirasyonunu azaltir ve boylece CaOx tasglarinin
olusumunu inhibe eder.** Nefrokalsin, bobrekte iiretilen bir glikoproteindir ve CaOx

niikleasyonunu ve birikimi engeller.** Tamm-Horsfall mukoproteini, idrarda en



yiiksek oranda bulunan proteindir ve kristal birikimini engeller.** Ayrica tiropontin ve

bikuninin de kristal biiylimesini ve birikimini engelledigi gésterilmistir.SO

Uriner sistem taglarinin en 6nemli komponenti kalsiyumdur ve tiim taslarin
yaklasik %75’inde mevcuttur. CaOx taglar1 tim {iriner sistem taglarmin %60’ 1
olustururken CaOx hidroksiapetit taslar1 %20, iirik asit ve striivit (magnezyum amonyum

fosfat) taslar1 yaklasik %10’ar, brusit taslar1 %2 oranda goriilmektedir.’ 1,52

Kalsiyum
taglarinin olusumunda hiperkalsiiiri, hipositratiiri, hiperiirikoziiri ve hiperoksaliirinin
sorumlu oldugu gosterilmistir.* > Urik asit taslari asidik idrarda olusur.”* > Sistin
taglarinda sistinin renal absorpsiyonundaki bozukluklarda karsimiza c¢ikmaktadir ve
nadir goriiliir.>® Striivit taslari ise iireaz iireten bakterilerin sebep oldugu alkali idrarda

olusur.”’

Kalsiyum taslarinin patogenezindeki en 6nemli faktdr hiperkalsiiiridir. idrarda
artan kalsiyum, kalsiyum tuzlarimin saturasyonunu arttir ve sitrat ve kondroitin siilfat
gibi tas olusum inhibitorleriyle kompleks olusturup inhibitér 6zelligini azaltir ve tas
olusumuna sebep olur. Idrarda kalsiyum miktarin1 azaltmaya yonelik tedavi
stratejilerinin tag rekiirrensini azaltmasi ve ayrica hiperkalsitirisi devam eden olgularda
medikal tedaviye cevap alinamamasi hiperkalsitirinin nemini gostermektedir.”® >
Bunun disinda, kalsiyum taslarinin prekiirsorii olarak gosterilen Randall plaklarinin

hiperkalsiiiri ile direk olarak baglantili oldugu gosterilmistir.®%*

2.1.1. Hiperkalsiiiri

Kalsiyum metabolizmasinda barsaklar, kemikler ve bobrekler gorev almaktadir. 1974
yilinda Pak ve ark. hiperkalsiliriyi 3 alt baglikla tanimlamislardir; absorptif hiperkalsitiri,

renal hiperkalsiiiri ve rezorptif hiperkalsiﬁri.63

2.1.1.1 Absorptif hiperkalsiiiri

Absorptif hiperkalsiiiride altta yatan patofizyoloji artmis intestinal kalsiyum emilimidir
ve tas hastaliklariin %55’inden bu patoloji sorumludur. Barsaklardan emilen yiiksek

miktardaki kalsiyum, serum kalsiyumunda artisa neden olarak parathormon (PTH)



baskilanmasina ve takiben bobreklerden kalsiyum atiliminin artmasina sonu¢ olarak

hiperkalsiiiri gelismesine sebep olur.

2.1.1.2. Renal hiperkalsiiiri

Bobreklerden giinde yaklasik 270 mmol kalsiyum filtrasyonu gergeklesir ve bu
filtrasyona ugrayan kalsiyumun %98’inin geri emilmesi ile kalsiyum homeostazi
saglanir. Bu emilimin %70’ 1 proksimal tiibiilde ger¢eklesir. Bobrek hasari, anatomik ve
fonksiyonel defektler nedeniyle tiibiiler emilimin bozulmasi idrarda kalsiyum miktarinin
artmasina ve sekonder hiperparatiroidiye sebep olur. Serum kalsiyum seviyeleri normal

sinirlardayken kalsiyum alimi olmaksizin hiperkalsiiiri goriiliir.

2.1.1.3. Rezorptif hiperkalsiiiri

Genellikle primer hiperparatiroidide goriilen nadir bir durumdur. Paratiroid adenomuna
baglhh artan PTH sekresyonu ile kemikten kalsiyum mobilizasyonu ve artmis 1.25
(OH),D; sentezine bagli barsaklardan artmis kalsiyum emilimi goriiliir. Sonug olarak

artmis serum ve idrar kalsiyumu ve azalmis serum fosfat seviyeleri izlenir.

2.1.1.4. Hiperkalsitirinin diger nedenleri

Sarkoidoz ve granulomatéz hastalaklarda, malignitelere bapli hiperkalsemide ve
glukokortikoid ile indiiklenen hiperkalsemide de hiperkalsiliri ve tas hastalig

goriilebilir.
2.1.2. Hiperoksaliiri

Idrarda artan oksalat, CaOx kristal olusumuna ve birikimine sebep olurken lipid
peroksidasyonu ve ROT olusumu araciligiyla renal tiibiiler hiicre hasarma yol

agmaktadir.



2.1.2.1 Primer hiperoksaliiri

Primer hiperoksaliiri nadir goriilen otozomal resesif bir metabolizma bozuklugudur.
Glioksalatin glisine doniisiimiindeki bozulma ve glioksalatin oksalata doniismesi ile
karakterizedir. Idrarda artan oksalat, hem renal tiibiiler hiicrelerin yiizeyine baglanarak
kristal baglanmas1 ve biiyiimesi i¢in tetikleyici odaklar olusturur hem de renal tiibiiler
hiicreler tarafindan endositoza ugrayip renal interstisyuma salgilanir ve bdylece tas

olusumunu baslatir.®*

2.1.2.2. Enterik hiperoksaliiri

Barsaklarda kalsiyum ile oksalatin kompleks olusturmasini engelleyen mekanizmalar
serbest oksalatin artmasma ve emilmesine sebep olur. Malabsorpsiyona neden olan
herhangi bir patoloji oksalatin barsaktan emiliminde artisa yol acabilir. ince barsak
rezeksiyonlari, intrensek barsak hastaliklari, jejunoileal bypass cerrahileri hiperoksaliiri
ile iliskilidir.

2.1.3. Hiperiirikoziiri

Kalsiyum tasi olan hastalarin %10’unda idrarda iirik asit yiiksek bulunmustur.®®
Hiperiirikoziiri, idrarda monosodyum iirat seviyesini arttirarak CaOx tas olusumuna
sebep olur. idrar pH’smin 5.5’in altinda oldugu durumlarda iirik asit ve/veya CaOx
taslar1 olusurken, idrar pH’s1 5.5’ten yiiksek oldugunda heterojen niikleasyon ile sodyum
tirat aracili CaOx taslar1 olusur. Ayrica, iirik asit kristalleri iiriner glikozaminoglikanlar

baglayarak bu molekiillerin tas olusumunu inhibe edici etkilerini ortadan kaldirirlar.

2.1.4. Hipositratiiri

Hipositratiiri, kalsiyum tast olan hastalarin %10’unda saptanmaktadir ve diizeltilebilen
bir etiyolojik faktordiir. Idrarda sitrat atilimi diizenleyen en 6nemli faktdr asit-baz
dengesidir. Metabolik asidoz, sitratin renal tiibiiler reabsorpsiyonunda artisa ve

peritiibiiler hiicrelerde sitrat sentezinde azalmaya sebep olur.®



2.1.5. Diisiik idrar pH’s1

Idrar pH’s1 5.5’in altinda oldugunda iirik asit serbest halde bulunur ve heterojen

niikleasyon ile CaOx taslarinin olusumuna sebep olur.”

2.1.6. Renal tiibiiler asidoz

Renal tiibiiler asidoz (RTA), tiibiiler hidrojen iyon sekresyonunda ve bikarbonat
reabsorpsiyonundaki bozukluklarla karakterize bir sendromdur. Tip 1 (distal) RTA, en
sik goriilen RTA formudur. Tip 1 RTA hastalarinin %70’inde iiriner sistem tas hastalig1
meveuttur.”’” Hastaligin bu formunda sistemik asidoza ragmen idrarin asidifiye
edilmesinde bozukluk vardir. Klasik bulgular hipokalemi, hiperkolesterolemi, metabolik
asidoz, yliksek idrar pH’s1 (pH>6) ve lriner sistem taslaridir. En sik goriilen taglar
hiperkalstiri, hipositratiiri ve artmis idrar pH’sina bagl olarak olusan kalsiyum fosfat

taslaridir.

2.1.7. Hipomagneziiri

Hipomagneziiri, tas hastalarinin %1’inde goriilen nadir bir etiyolojik faktordiir.
Magnezyum oksalat ve kalsiyum ile kompleks olusturarak tas olusumunu engeller.
Idrarda magnezyumun azalmasi, tas olusum inhibitdr 6zelliginin azalmasina ve ayrica

idrarda sitrat seviyelerinin azalmasiyla birlikte tas olusumun artmasina sebep olur.
2.2. Tas Olusumunda Hiicresel Degisiklikler

Son 10 yilda arastirmalar, yiiksek oksalat ve kristal konsantrasyonunun renal tiibiiler
hiicrelerdeki etkileri iizerinde yogunlasmustir. In vitro modellerde oksalatin
inflamasyonu, oksidatif, kemotaktik ve fibrojenik olaylari uyardig1 gosterilmistir. Bu
calismalarda kullanilan yiiksek oksalat ile idiyopatik CaOx taslarindan ziyade primer
hiperoksaliirinin iligkisi incelenmistir. Ancak bu invitro ¢alismalar tiibiiler hiicrelerdeki
farklilasmay1 gosterememistir. 2002 yilinda Katsuma ve ark. CaOx kristallerinin
multipotent bobrek mezenkim hiicrelerin embriyonik gostergesi olan vimentin gen
transkripsiyonunda upregiilasyona neden oldugunu ileri stirmiislerdir. CaOx kristalleri
veya yiiksek oksalat konsantrasyonu Henle kulbu boyunca inflamasyonu tetiklemektedir

ve Henle kulbunda osteotid hiicreler araciligiyla osteojenik hiicrelerin farklilasma



siirecine benzer sekilde degisim gergeklesmektedir.(’g’ 69 Osteopontin (OPN), osteokalsin
gibi osteoid proteinler Henle kulbunun bazal membraninda hidroksiopatit
mineralizasyonuna yol agarlar. Caligmalar papiller interstisyum ve bazal membrandaki
kristal olusumlarinda ve Randall plaklarinda kemik-benzeri hidroksiopatit kristallerini
icerdigini gdstermektedir. Bu bulgular Henle kulbunda aktif bir biyomineralizasyonun

ve farklilasmanin oldugunu desteklemektedir.®

Literatiirde tas olumum mekanizmalar1 incelendiginde inflamatuar stireglerin ¢ok
onemli bir yer tuttugu goriilmektedir. Nitekim Khan, 2013 yilinda yazdigi derlemede
CaOx taslarmin olusumunda oksijen tiirevlerinin ve inflamasyonun iligkisini agikga
belirtmistir. Tas olusumunun patolojik biomineralizasyona ve ektopik kalsifikasyona
bagl oldugunu, bu siireclerin de ROT un ve buna bagl olarak oksidatif stresin artisina
dikkat cekmistir.”® Benzer sekilde Taguchi ve ark. sicanlarda EG ile olusturdugu iiriner
sistem tas modelinde inflamatuar siireclerin roliinii gostererek tas olusumu ve tasa bagl
hasar {izerinde pioglitazonun antioksidan ve anti-inflamatuar roliinii ve renal tiibiiler

hiicrelerdeki koruyucu etkilerini bildirmislerdir.”

Uriner sistem tas hastaliginin olusumuna sebep olacak patolojilerin daha iyi
anlagilmasi, tas olusum mekanizmalarinin ortaya konmasi ve sonug¢ olarak kristal
olusumunu, birikimi ve ¢okmesini engelleyici tedavilerin bulunmasi1 amaciyla o6ncelikle
hayvan caligmalarinda tas olusum modelleri calisilmistir. Bu hayvan calismalarinda
CaOx tas hastalif1 olusturmak i¢in ciddi bir hiperoksaliiri gerekmektedir. Sicanlarda
hiperoksaliiri ¢esitli diyetlerle gelistirilebilir; etilen glikol, oksalat ve gentamisin stilfat
gibi kristal olusumunu indiikleyen ajanlar bu modellerde kullanilmistir. Bunun yanisira
pek cok tas hastasinda siklikla ¢esitli tip tiibiiler fonksiyon bozuklugu oldugu i¢in bazi
modellerde iki durum birlikte yaratilmistir. Hem idrarda hiperoksaliiri veya hiperkalsitiri
tetiklenerek, yani idrar biyokimyasi degistirilerek, hem de renal hiicresel fonksiyon
bozuklugu yaratilarak kristal retansiyonu ve biiylimesine uygun ortam saglanarak tas
olusumu saglanmustir.”” Calismamizda iiriner sistem tas hastaligi modeli olusturmak i¢in

kullanilan ajan etilen glikoldiir.



2.3. Etilen Glikol Ve Uriner Sistem Tas Modeli

Etilen glikol hafif tath bir dihidrik alkoldiir. Kokusuz, renksiz, suda ¢6ziinen ve antifriz
ozelliginde olan bir sividir. Etilen glikoliin yutulmasi nadirdir, yanhslhkla alimi ciddi
toksisiteye yol agar. Gastrointestinal kanaldan hizla absorbe edilir, 1-4 saatte maksimum
kan konsantrasyonuna ulagir. Yarilanma omrii 3-8 saattir. Deri ve akcigerden
absorpsiyonu distiktiir. Letal doz %100’lik EG i¢in 1,4 ml/kg’dir. Alkole benzer sekilde
sarhosgluk verir. Kendisi toksik degildir ancak karacigerde metabolizma sonrasi toksik
tiriinlere doner. Etilen glikol, alkol dehidrojenaz ile glikoaldehit, glikolik asit, glioksilik
asit ve oksalik asit olmak iizere 4 organik asite doniislr (Sekil 1). Bu metabolitler
hiicreler i¢in toksiktir ve oksidatif metabolizmay1 bozarak santral sinir sisteminde
depresyon ve kardiyopulmoner ve renal yetmezlige yol acar.”” Etilen glikoliin
metabolizmasinda hiz kisitlayicit basamak glikolik asitin glioksilik asite doniistimiidiir.
Glikolik asit kanda birikir, ciddi asidoza ve oksalatin bobrekte kalsiyum oksalat halinde

¢0kmesine neden olur.

| ETILEN GLIKOL |

Alkol NAD*
dehidrojenaz
NADH

A 4

| Glikoaldehit |

Aldehit
dehidrojenaz |,

| Glikolik asit |
Mg-tiamin l
- : Piridoksin
a-hidroksi-B- | | Glioksilikasit | — > Glisin
ketoadipat l
| OKsALIKASIT |

Sekil 1. Etilen glikoliin metabolizmasi ve olusan iiriinler.”
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Oksalat, bobreklerden atilan ¢oziiniirligli diisiik bir metabolik atik iirtintidiir.
Oksalat metabolizma bozukluklar1 herediter hiperoksaliiride, bazi zehirlenmelerde
(etilen glikol, vitamin C gibi) ya da enterik hiperoksaliiride (malabsorbsiyon, gastrik
bypass veya Oxalobakter’in barsaktaki yetersiz kolonizasyonunda) goriilebilir.
Hiperoksaliirinin {iriner sistem tas hastaligindan bobrek yetmezligine ve yasami tehdit
eden organlarda oksalat birikimi ile karakterize sistemik oksalozise kadar uzanan ciddi
sonuclart vardir. Hiperoksaluride tedavi oksalat alimimin azaltilmasi ve kalsiyum
aliminin artirilmasidir. Idrarin diliie edilmesi ve bdbrekte tas olusum inhibitdrlerinin
uygulanmasi1 gereklidir. Vitamin B6 ve probiyotik eklenmesinin de faydali oldugu

gosterilmistir.”
2.4. Oksidatif Stres Ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres giinlimiizde diyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar ve obezite
gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 2).74 Benzer
sekilde oksidatif stresin bobrekte tas olusumunda ve bobrek hasarinda iliskisi oldugu
bildirilmistir.” " Oksidatif hasar ¢ok cesitli nedenlerle organizmada artan serbest

radikallerin neden olugu hasar1 tanimlamaktadir.

Holoch ve Tracy, antioksidanlarin in-vitro renal tiibiiler epitel hiicrelerde CaOx
mono-kristallerinin toksik etkilerini notralize edebilecegini ileri siirmiislerdir. Holoch
NHANES III’e (National Health and Nutrition Examination Survey) katilan 17,695
yetiskinin serumlarinda antioksidan diizeyi Olcerek iiriner sistem tas hastaligi olan ve
olmayanlar1 karsilastirmistir. Likopen, Vitamin A, Vitamin E, alfa karoten, beta
kriptoksantin (provitamin A), lutein/zeaxantin (karotenoidler) ve retinil esterlerin serum
diizeyleri Olclilmiis ve bu antioksidanlarin diizeyleri, tas hastalifi olanlarda anlamli
olarak diisiik bulunmustur. Olgiilen antioksidanlar icinde alfa-karoten, beta-karoten, ve
beta-kriptoksantinin iiriner sistem tas hastaliginda koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir.
Bunun yam sira tas hastalarinda obezite ve diyabet gibi oksidatif stres iliskili

hastaliklarin varlig1 da tas hastaligi ve oksidatif stres iliskisini dogrulamustir.”
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Sekil 2. Reaktif oksijen tiirevlerinin tas hastaligi ve diger oksidatif stres-kaynakli

hastaliklarla iliskisi.”*

Serbest radikaller, eslenmemis elektron igeren atom veya molekiillerdir ve ROT
olarak bilinirler. Normal sartlarda olusumlari kontrol altindadir. Cesitli diizenleyici
biyomolekiillerin proliferasyonu, aktivasyonu, inaktivasyonu gibi rollere sahiptirler ve

sinyal iletide rol alirlar.

Major ROT, superoksid anyon (O, *), nitrik oksit radikali (NO®), hidroksil
radikali (OH®) ve hidrojen peroksit (H,O,) olarak bilinmektedir ve ¢ok ¢esitli yollarla
olusurlar. O, * , NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, lipoksijenaz, siklooksijenaz ve hem
oksijenaz aracilt olusur ve solunum zincirinin yan tirlinlerinden biridir. Lipid radikalleri
de O, * olustrurur. NO®, L-arjininin endotelyal-NOS tarafindan oksidasyonu ile olusur,
ancak endotelyal-NOS, O, * da olusturur ve O, * ile NO birlestiginde olduk¢a reaktif

olan peroksinitrite ONOO™ doniistim gerceklesir (Sekil 3).23’ 76
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Mitokondriyal Ksantin NADPH Lipid
NOS solunumzinciri oksidaz oksidaz radikalleri

H,O +GSSG

=

»H,0, > H,0 + O,
O 2

Fenton reaksiyonu /Haber-

Fe? ) )
Weiss reaksiyonu

Fe® + OH"+ OH

ONOO*-
\ |

DNA, lipid, protein ve karbonhidratlarin hasari

Sekil 3. Molekiiler oksijenden tiireyen reaktif oksijen tiirevleri.> "

ROT, protein tirozin kinazlar ve fosfatazlar, serin/teorin kinazlar ve fosfatazlar,
cesitli fosfolipazlar gibi sinyal molekiillerini ve pek ¢ok kalsiyum aracili sinyalleri de
diizenlemektedir. Ancak ROT aracili sinyal yollar1 bunlarla sinirlt degildir. ROT, ayni
zamanda c-fos, c-myc ve c-jun ve transkripsiyon faktérii AP-1 ve NF-kB gibi genleri de
diizenler. Buna ek olarak, ROT apoptozun baslamasina ve siirdiirtilmesine de aracilik

eder.

ROT, bu sekilde sinyal yolaklarindaki etkilerini normal sartlarda iiretildiginde
olusturur ve sonra ¢esitli antioksidanlar tarafindan temizlenirler. Kisa dmiirliidiirler ve
gerekli olan dokularda olusup etkilerini gosterirler ve bu durum siki kontrol altindadir.
ROT ayrica proteinlerde, lipidlerde ve niikleik asitlerde kimyasal modifikasyonlara ve
bu molekiillerde hasarlara yol agabilirler; redoks-bagimli sinyalleme yolu aracilig ile
renal ve kardiyovaskiiler sistemde degisikliklere yol agarlar. ROT {iretimi kontrolden
cikarsa veya endojen antioksidan kapasite zayiflarsa oksidatif strese (OS) neden olur.
OS ise inflamasyon ve hasara yol agar. Pek ¢ok doku hiicre i¢inde 6nemli bir antioksidan

olan glutatyon ile OS’ye kars1 koyar.
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ROT iiretiminde mitokondri ve NADPH oksidazin rolii bilinmektedir (Sekil 4).
Nitekim antioksidanlar ve benzer sekilde NADPH oksidaz inhibitdrleri kristallere bagh
hasar olusumunu engellemistir. Benzer sekilde antioksidanlar ve SR siipiiriiciiler
hiicresel hasari diizeltebilmektedir.”*”® NADPH oksidaz inhibitorlerinin, katalazin ve
stiperoksit dismutazin c¢esitli hiicre kiiltiirlerinde kristal maruziyetini takiben artan
hidrogen peroksit ve 8-izoprostan olusumunu ve LDH salinimimi baskiladig

gosterilmistir.”
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Sekil 4. Tas olusumunda NADPH oksidazin ROT iligkisi. Renal hiicrelerin yiiksek
miktarda oksalat, CaOx/CaP kristallerine maruziyet ve kristal depolanmasi ile birlikte
artan mekanik stres renin up-regiilasyonuna ve boylece anjiyotensin II olusumuna neden
olur. Non-fagositik NADPH oksidaz aktive olunca ROT iiretilir ve bu olaya protein
kinaz C aracilik eder. Bu aktivasyon p47°"*un fosforilasyonu ile Racl ve p47°"*’un

membrana translokasyonu aracilidir. Ayrica NF-«B, ve TGF-f gibi c¢esithi
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transkripsiyonel ve biiylime faktorleri de olaya aracilik eder. Sonrasinda monosit
kemoatraktan protein 1 (MCP-1) gibi kemoatraktanlar ve OPN gibi kristalizasyon
modiilatorleri artar. Makrofajlar renal interstisyuma kristal depozitlerinin etrafina infiltre
olur. Fagositik NADPH oksidaz’in aktivasyonu daha fazla ROT f{iretilmesine yol acar.
Inflamasyon, fibrozis, kollagen depolanmasi, mineralizasyon gibi zincirleme ilerleyen
bu olaylar, interstisyel CaP depozitlerinde artisa ve Randall plaklarinin biiylimesine

neden olur.

Tas hastalarinin  idrarlarinda  yiiksek bulunan glutamil transpeptidaz,
anjiyotensin-1 doniistiiriicii enzim (ACE), galaktosidaz ve N-asetil-B-glukozaminidaz
(NAG) tiibiiler hasarin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Renal enzimler yani sira
idrarda yiiksek bulunan tiobarbitiirik aside duyarli maddeler (TBARS) de tas
hastalarinda ROT {iretiminin arttigin1 ve renal oksidatif hasara neden oldugunu
vurgulamaktadir. DNA hasarimin  gostergesi olan 8-hidroksideoksiguanozin (8-
hidroksiguanosin) diizeyleri de NAG diizeylerine benzer sekilde tas hastalarinda hasarla
orantili olarak idrarda yiiksek bulunmustur. Aragtirmalar tagin olusumunun o&zellikle
oksidatif hasara ugrayan hiicrelerde basladigini vurgulamaktadir. Bu goriise katilan pek
cok calismada da antioksidan diizeyleri diisiik olan hastalarda tas olusumuna yatkinlik

dikkat ¢ekmistir.”®

In-vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda renal epitel hiicrelerin CaOx monohidrat
kristallerine maruziyeti hiicrede spesifik genlerin transkripsiyon aktivatorlerinin,
ekstraseliiler matriks regiilatorlerinin, biliylime faktorlerinin ekspresyonunda ve OPN,
PG-E2, bikunin, heparan sulfat, osteonektin, fibronektin gibi pro- ve anti-inflamatuar
molekiillerin olusumunda artisa neden olmustur. Bu molekiillerin pek ¢cogu, inflamasyon
ve fibrozis olusumunda yer almalarimin yami sira biyomineralizasyonda da rol

oynarlar.”® %
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2.5. Osteopontin

Osteopontin asidik bir glikoproteindir. Arjinin-glisin-aspartik asit dizilimine sahiptir.
Osteopontin, makrofaj kemoatraktan1 gibi davranir. Osteoklastlar, bazi epitelyal
hiicreler, makrofajlar, T hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve bazi tiimor hiicreleri gibi ¢ok
cesitli hiicreler OPN’i yapisal veya indiiklenebilir formlarda eksprese eder. OPN
subkutan olarak sicanlara uygulandiginda makrofajlara baglanarak monosit
infiltrasyonunu indiiklemistir. Buna karsilik kemoatraktanlarin uyardigi makrofaj

birikimi ise anti-OPN antikorlar1 ile nétralize edilmistir.gl

Osteopontin giiclii bir kemotaktik proteindir ve monosit/makrofajlar i¢in adhezif
ozellik gosterir. Tiibiilointerstisyel ve glomeriiler hasarda patolojik role sahiptir. Ilging
olarak tiibiilointerstisyel hasar orta derecede ise OPN ekspresyonu da orta derecededir.
Kronik hasar modellerinde az c¢aligma vardir ve silirekli OPN ekspresyonu kronik

makrofaj akiimiilasyonuna ve kronik hasara yol agar.*

OPN’in makrofaj akiimiilasyonunu uyaric1 etkisi onun adhesif ve kemoatraktan
ozellikleri ile iligkilidir. OPN, a-, B3-integrinlere ve infiltre 16kositlerde eksprese edilen
ve hastalik sirasinda bobrek hiicreleri tarafindan up-regiile edilen CD44 gibi pek c¢ok
liganda baglanir. Nitekim anti-OPN antikor uygulamasi renal OPN’de ve OPN ligandi
olan CD44 ekspresyonunda inhibisyon yapmis; bu sonuglar da OPN-CD44 etkilesiminin
hem glomeriiler hem de tiibiilointerstisyel hasarda 16kosit adhezyonunu uyardigini

diistindiirmiistiir.”’
2.6. Melatonin

Melatonin, baslica pineal bezden ve bunun yaninda over, lens, kemik iligi hiicreleri ile

safra kanali ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan bir hormondur.*

Melatonin, organizmada cinsel gelisimin kontrolii, immiin yanitin olusturulmasi,
yaslanma, uyku ve 1s1 diizenlenmesi gibi pek ¢ok fizyolojik olayda rol oynamaktadir. Bu
fonksiyonlarinin yani sira, son yillarda melatoninin giiglii bir antioksidan oldugu ve
serbest radikaller araciligi ile meydana gelen oksidatif hasara karsi koruyucu etki

gosterdigi bildirilmistir.™
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Melatoninin lipofilik yapida olmasi, hiicrenin biitiin organellerine girebilmesine,
hiicre ¢ekirdegine ulagsmasina ve kan-beyin bariyerini gegmesine olanak tanimaktadir.
Melatoninin hiicre c¢ekirdegine girebilmesi, DNA’y1 oksidatif hasardan korumasi

acisindan 6nemlidir.®

2.6.1. Melatonin sentezi

Melatonin  (N-asetil-5-metoksitriptamin), pinealositler icine alman triptofandan
sentezlenir. Triptofan N-asetiltransferaz (NAT) enzimi ile 6nce serotonine dontistiirtiliir
ve ardindan diger bir pineal enzim olan hidroksiindol-o-metiltransferaz araciliiyla
melatonine dontiislir. Bu sentez yolaginin diizenlenmesi primer olarak gece saatlerinde

gerceklesmektedir, yani diger bir deyisle karanliga baghdir.

Insanda bircok biyokimyasal, fizyolojik ve davranissal degiskende oldugu gibi
plazmadaki melatonin diizeyleri de 24 saatlik periyod i¢inde diizenli inis c¢ikislar
gosterir. Gece saat 20.00-23.00 arasi ylikselen melatonin diizeyi saat 01.00-05.00 aras1

doruk degerlere ulasir ve giindiiz diiser.

2.6.2. Melatonin etki mekanizmasi

Melatonin, suya gore lipid ¢ozilintlirliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle hiicrelere rahatca
girebilmektedir. Bu nedenle etkileri sadece membrana yonelik degildir. Sulu ortamda

kismen ¢oziinmesi de intraselliiler etkilerinin olugsmasina katkida bulunur.

Melatoninin antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkisi, reseptdr aracili
olmayan ve molekiiler yapisi ile iliskili etkilerdir. Melatonin hidroksil ve peroksil
radikallerinin gii¢lii bir siipiiriiciisiidiir. OH® radikalini nétralize edici etkisi glutatyondan
5 kat ve ROO*® inaktivasyonunda ise E vitamininden 2 kat fazla etkilidir. Melatonin
ayrica inflamatuar reaksiyonlar sirasinda makrofajlarin aktivasyonu ile olusan ve toksik

bir oksijen tiirevi olan (HOCI)’e kars1 da siipiiriicii etki gostermektedir.*®

Melatoninin serbest radikaller iizerinde dolayli etkileri de vardir. Melatonin,
hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O, * radikalini

H,O,’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz
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aktivitesindeki azalmay1 onleyerek ve NO olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz

(NOS) enzimini inhibe ederek, antioksidan etki gostermektedir.®*®’

Antioksidan savunma sistemi ile iligkili diger bir enzim sitokrom P450 enzimidir. Bu
enzim ksenobiyotik metabolizmasi araciligir ile serbest radikal olusumunu artirir.
Melatoninin P450 aktivitesini azaltarak serbest radikal olusumunu ve dolayist ile

oksidatif hasar1 azalttigi gosterilmistir.*®
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 21.05.2015
tarithli toplantisinda 40.2015.mar karar no’lu onay1 sonrasinda yapildi (Ek-1). Deney
hayvanlari, Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden (DEHAMER) temin edildi. Yaklagik 3 aylik erkek, 250-300 gr agirliginda
32 adet Wistar albino sican randomize edilerek esit sayida (n=8) dort gruba ayrild.
Sicanlar deney siiresince 12°ser saatlik aydinlik-karanlik 1siklandirmasi olan, 1sis1 20-
22°C ve nemi %45-50 olarak otomatik ayarlanan odalarda yasatildi. Bu siirecte tiim

siganlar seffaf kafeslerde tutuldu, standart sican yemi ile beslendi.

Bu tez, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan

SAG-C-TUP-080715-0319 nolu proje ile desteklendi.
3.1. Calisma Gruplar

Kontrol (tasiyic1 uygulanan grup) Grup: 8 hafta boyunca normal i¢me suyu ile
beslendi ve 4. haftanin sonundan itibaren 4 hafta boyunca her giin intraperitoneal yoldan

melatonin ¢6ziiciisii (%0.5 alkol iceren SF) uygulamasi yapildi.

EG grubu: 8 hafta boyunca %0.75 EG igeren icme suyu verildi ve 4. haftanin sonundan

itibaren 4 hafta boyunca intraperitoneal yoldan melatonin ¢6ziiciisii uygulamasi yapildi.

EG + Melatonin 6n uygulama grubu: 8 hafta boyunca %0.75 EG igeren icme suyu
verilen hayvanlara EG ile es zamanli olarak 8 hafta boyunca 10 mg/kg dozunda

melatonin ip uygulandi.

EG + Melatonin tedavi grubu: 8 hafta boyunca %0.75 EG igeren igme suyu verilen
hayvanlara 4. haftanin sonundan itibaren 4 hafta boyunca 10 mg/kg dozunda melatonin

ip uygulandi.

Calisma sonunda hayvanlar metabolik kafeslere alinarak 24 saatlik idrar
ornekleri toplandi. Bu agsamadan sonra eter anestezisi altinda intrakardiyak kan ornekleri

alman hayvanlar dekapite edildi ve bobrek dokular1 alinarak histopatolojik ve
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biyokimyasal olarak incelendi. Idrar 6rneklerinde 24 saatlik kalsiyum, oksalat, sitrat ve

kreatinin tayinleri ticari kitler ile yapildi (Sekil 5).

Sekil 5. Metabolik kafeslerde 24 saatlik idrar toplanmasi.
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3.2. Biyokimyasal incelemeler

3.2.1. GSH diizeyi tayini

Glutatyon (GSH) diizeyleri Beutler ve ark’nin yontemine gére tayin edildi.* Orneklerin
tizerine %15 metafosforik asit ilave edilerek ve 4000rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
proteinler ¢oktiiriildii. Ust faz %0.08 DTNB (ditiyo bisnitrobenzoik asit) ile oda
sicakliginda 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Olusan rengin absorbansi 412nm’de
okundu. Sonuglar pg/gr doku olarak ifade edildi.

3.2.2. SOD aktivitesi tayini

Doku homojenatlarinda stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Mylorie ve arkadaslarinin
metoduna gore yapildi.”® 50 mM potasyum fosfat tamponu-EDTA, 0.2mM ribofilavin ve
6mM o-dianisinide kullanilarak hazirlanan tampon ile floresan 151k ve 37°C de bekletilen
orneklerde olusan rengin absorbansi 460 nm’de okundu. Sonuglar U/gr doku olarak

ifade edildi.

3.2.3. MDA diizeylerinin olciimii

Doku homojenatlarinda lipid peroksidasyonu gdstergesi olan malondialdehit (MDA)
tayini i¢in Beuge ve Aust’un metodu kullanilmustir.”’ 0.5 ml homojenat iizerine %0.375
g TBA ve %15’ lik TCA igeren ¢ozelti ilave edildi. On bes dakika kaynar su banyosunda
tutulduktan sonra sogutulan ve santrifiij edilen 6rneklerin verdigi rengin absorbans1 532

nm’de okundu. Sonuglar nmol/gr doku olarak ifade edildi.

3.2.4. Oksidatif DNA hasari olciimii

Dokularda oksidatif DNA Hasari, Oxi Select Oxidative DNA Damage Elisa Kit (STA-
320, Cell Biolabs) kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak 6l¢iildii. Orneklerden DNA
izolasyonu PureLink® Genomic DNA Mini Kit (K182001, Life Technology)
kullanilarak prosediiriine uygun olarak yapildi. Sonuglar 8-hidroksideoksiguanosin (8-

OHdG) ng/mg DNA olarak ifade edildi.
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3.2.5. Miveloperoksidaz Aktivitesi Tayini

Miyeloperoksidaz aktivitesi Hillegass ve ark’min yontemine gére yapildi.”® Tayin igin
gerekli 50 mM K,HPO4s (pH: 6) ¢ozeltisi, %0,5’lik HETAB (Hekzadesiltrimetil-
amonyum bromid), o-dianisidin-2 HCI, %2’lik Sodyum azid, 20mM H,0O, (Hidrojen

Peroksit) ¢ozeltileri hazirlandi.

Doku homojenatlar1 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz atildi, ¢okeltiye 3 ml
%0.5” lik HETAB eklendi. Homojenize edildi, 3 kez donduruldu, ¢6ziindiiriiliip sonike
edildikten sonra santrifiij edilerek {ist faz ile ¢alisild1. Ust faz asagidaki gibi ¢alisilds;

Kor Numune
50 mM K;HPO, 2.9 ml 2.9 ml
20 mM H,0, 0.2 ml 0.2 ml
o-dianisin-2 HCI 0.2 ml 0.2 ml
50 mM K;HPO, 0.3 ml --
Ust faz —- 0.3 ml

Tabloda yer alan sekilde ornek tiipleri hazirlandiktan sonra 37°C’de inkube
edildi ve daha sonra reaksiyon %?2’lik sodyum azid ile durduruldu. 3000 devir/dakikada
10 dakika santrifiij edildi. Ust faz alinarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede
460nm de okundu. MPO igin hesaplanmis ekstinksiyon katsayis1 42M'cm™ kullamlarak

sonuglar U/mg protein dk cinsinden hesaplandi.

3.2.6. Kaspaz-3 aktivite tayini

Doku homojenat1 (50 mM HEPES, 100 mM NacCl, 0.1% CHAPS, 1 mM DTT, 100 mM
EDTA, pH:7.4) eklenerek ultrasonik homojenizatér ile 15 saniye %70 amplitiid
kullanilarak buz igerisinde patlatildi. 14.000xg de 15 dakika santrifiij edilerek

siipernatant alinarak kaspaz-3 6l¢limii i¢in kullanildi.

Kaspaz-3 aktivite diizeyleri ticari kitler kullanilarak tayin edildi. Ol¢iim prensibi

kaspaz-3 substrat1 olan N-Asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid’den (Ac-DEVD-pNA)
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kromofor p-nitroanilinin (pNA) olusmasiin spektrofotometrik olarak Olgiim esasina
dayandirildi. Serbestlesen pNA’nin absorbansi ELISA okuyucusunda 405 nm’de

okunarak bulundu.

3.2.7. Western Blot yontemiyle Kaspaz-3, iNOS ve MMP-9 protein ekspresyonlari

tayini

Doku 6rnekleri Laemli 6rnek yiikleme tamponu kullanilarak 1:1 oraninda karistirildiktan
sonra 5 dakika boyunca 95°C’de kaynatildi. %4-%12’lik SDS-PAGE jelleri hazirlanarak
jellerin camlar arasinda polimerlesmesi saglandiktan sonra elektroforez tankina
yerlestirildi. Her kuyucuga 40 pg/ml oraninda protein igeren numuneler yiiklendi.
Ornekler elektroforezde yiiriitiildiikten sonra proteinler PVDF membran kullanilarak
yar1 kuru sistemle aktarim yapildi. Membran 2 saat siire ile oda 1sinda %35°lik yagsiz siit
tozu ile blokland1 ve TBST ¢ozeltisi ile yikandi. 1:300 oraninda primer antikor (MMP2
sc-10736, MMP9 sc-10737, TNF-a sc-1351, iNOS sc-651, B-actin sc-47778) ile 4°C’de
gece boyu inkiibe edildi. Membran TBST yikamasi sonrast HRP konjugath sekonder
antikor ile 1:2000 oraninda oda sicakliginda inkiibe edildi. inkubasyon sonrasinda kaset
igerisine yerlestirilen membran iizerine kemiliiminesans substrat igeren ¢ozelti (sc-2048)
kullanilarak bantlarin goriintiisii filme aktarildi. Bantlarin yogunlugu image J programi

kullanilarak analiz edildi.

3.2.8. Osteopontin gen ekspresyon diizeylerinin SYBR Green ile qRT-RCR

.

olciilmesi

gRT-PCR ile gen ekspresyon deneyleri SYBR Power SYBR® Green PCR Master Mix
(ABI-4368577) kullanilarak prosediire uygun olarak yapildi. Oncelikle bédbrek
dokusundan RNA izole edildi, bu izolasyon i¢in PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen,
K 1560-02) kullanilarak kit prosediire uygun olarak yapildi. izole edilen RNA’dan cDNA
sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar osteopontin gen diizeylerimin Olgiilmesi i¢in

tasarlanan 6zel primerler kullanilarak qPCR yapildi.
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gqRT-PCR reaksiyon igerigi:

2X SYBR Green Supermix 10 pl
Forward Primer Il
Reverse Primer Il
Steril Su 6.6 ul

cDNA (1:20 diliie edilmis) 1.4 ul
Toplam Hacim 20 pl

Ornekler 6zel mikro plaka kuyucuklarina yiiklenerek agizlari sikica kapatildi.
Real Time-PCR cihazina yerlestirildi ve gerekli yazilimlar kullanilarak reaksiyon
baslatildi.

Osteopontin i¢in seg¢ilen primerler:

Gen Primer Sekans
OPN F-primer 5’-TGAGTCTGGAAATAACTAATGTGTTT-3’
R-primer 5’-GAACATAGACATAACCCTGAAGCTT-3’
GAPDH F-primer 5’-GTGGATATTGTTGCCATC-3’
R-primer 5’-ACTCATACAGCACCTCA-3’

Hesaplamalarda referans gen olarak GAPDH kullanildi. qRT-PCR'nin tiim
asamalarinda pozitif kontrol olarak miktar1 ve CT (threshold cycle) degeri bilinen cDNA

ve negatif kontrol olarak da distile su kullanildi.

Niikleik asitlerin amplifikasyonlar1 qRT-PCR cihaz1 kullanilarak tabloda

gosterilen dongiilerin sicaklik ve zamanlarina gore gergeklestirildi.

SYBR Green ile qRT-PCR sartlar::

1. Dongu 2. Dongu 40 X 3. Dongii | 4. Dongu | 5. Dongu
94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 94 °C 55°C 4°C
5 dak 30 sn 30 sn 30 sn 1 dk 1 dk 30dk

Step One Plus System Software kullanilarak yapildi. Analiz icin Applied
Biosytem programi kullanildi. Sonuglar AU (Arbity Units) olarak elde edildi.
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3.2.9. N-asetil-p-glukozaminidaz enzim aktivitesi olciimii

N-asetil-B-glukozaminidaz (NAG) enzim aktivitesi, ticari kit (Sigma Cs0780)

kullanilarak spektrofotometrik metotla Sl¢iildii.

3.2.10. Histolojik incelemeler

Doku ornekleri %10°luk formole alindiktan sonra yiikselen alkol serilerinden gecirilerek
(%70-90-96-100) dehidrate edildi. Sonrasinda toluende seffaflastirilarak parafin igine
gomiiliip bloklandi. Bloklardan alinmis olan 5 mikrometre kalinligindaki kesitlere
Hematoksilen-Eosin boyas1 uygulandi ve tiim kesitler Olympus BX51 151k mikroskobu

ile incelendi.

3.2.11. istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz Graphpad Prism 5.0 (Graphpad Yazilim, San Diego, Ca, ABD)
kullanilarak gerceklestirildi. Tiim veriler ortalama + ortalamanin standart sapmasi olarak
ifade edildi. Biyokimyasal veri gruplar1 Tukey c¢oklu karsilastirma testleri ardindan
varyans analizi (ANOVA) ile karsilagtirilmis olup istatistiksel olarak p < 0.05 anlamh
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. idrar Analiz Sonugclari

Deney sonunda tiim gruplarin 24 saatlik idrar numunelerinde 6l¢iilen kalsiyum, oksalat,

sitrat ve kreatinin diizeyleri Tablo 1.’de yer almaktadir. EG grubunda kalsiyum, sitrat ve

kreatinin diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak azalirken, oksalat diizeyleri ise

anlamli olarak artt1. Kalsiyum, melatonin 6n tedavisi alan grupta (Mel+EG+Mel) kontrol

degerlere yaklasti. EG+Mel grubunda ise anlamli bir artis olmadig1 ve kontrole gore yine

diisiik kaldigr gortildii.

EG grubunda kontrole gore artan oksalat diizeyleri Mel+EG+Mel grubunda

anlaml olarak diizeldi. Benzer sekilde EG grubunda anlamli artis gosteren sitrat ve

kreatinin diizeyleri de Mel+EG+Mel grubunda yine anlamli olarak diistii.

Tablo 1. 24 saatlik idrar 6rneklerinde kalsiyum, oksalat, sitrat ve kreatinin diizeyleri.

(mg/24 saat) Kontrol EG Mel+EG+Mel EG+Mel
Kalsiyum 0.41+0.02 | 0.23 £0.03 ** 0.34 +0.03 0.29 +0.02 *
Oksalat 0.77 £0.13 1.63 +£0.22 * 0.77+0.09 1.13+0.30
Sitrat 5.62£0.70 | 1.64 £0.48 *** 477+0.50 3.53+0.57

Kreatinin 9.43+£0.78 | 4.52£0.54 ** 8.25+0.94 " 423 +£0.90 ** &

*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna gore

"p<0.05, " p<0.01: SF uygulanan EG grubuna gére.

%p<0.05: On uygulamali Melatonin (Mel+EG+Mel) grubuna gore.
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Idrar 6rneklerine invert mikroskopide kalsiyum oksalat kristalleri incelendiginde
EG grubunda tas yogunlugunun en fazla oldugu buna karsilik melatonin tedavili
gruplarda tas yogunlugunun azaldigi anlasildi (Sekil 6). Tedavi gruplan igerisinde,
profilaktik olarak uygulanan melatonin grubunun (Mel+EG+Mel grubunda), 4 hafta
EG’den sonra uygulanan melatonin tedavili gruba gore daha az kristal gosterdigi

belirlendi.

Sekil 6. Idrar 6rneklerinde invert mikroskopi ile taslarin goriiniimii.
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4.2 Bobrek Dokusunda Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

4.2.1. Glutatyon (GSH) ve siiperoksid dismutaz (SOD)

Dokunun onemli bir antioksidanmi olan rediiklenmis GSH ve onemli bir antioksidan
enzim olan SOD diizeyleri, EG uygulamasi sonucu tiiketildi ve kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Bu antioksidanlarin diizeyleri EG ile es
zamanli uygulanan melatonin tedavisi ile artti (p<0.05). Ancak 4 haftalik EG
uygulamasindan sonra baglayan melatonin tedavisi ile artmasina ragmen kontrol grubuna

gore yine distik kaldi (p<0.01-0.001) (Tablo 2, Sekil 7).

4.2.2. Malondialdehit (MDA) ve myeloperoksidaz (MPO)

Dokuda oksidatif hasarin ve lipid peroksidasyonunun bir gdstergesi olan MDA diizeyleri
ve notrofil infiltrasyonunun gostergesi olan MPO aktivitesi, EG grubunda anlamli olarak
(p<0.001) artarken her iki melatonin tedavisi ile anlamli olarak azald1 (p<0.05-0.001) ve
kontrol degerlere yaklast1 (Tablo 2, Sekil 8).

4.2.3. Kaspaz-3 aktivitesi ve oksidan DNA hasari (8-hidroksi guanosin)

Etilen glikol uygulamasi ile olusan oksidatif hasar, bobrek dokusunda apoptozu uyardi
ve kaspaz-3 aktivitesi ve oksidan DNA hasar1 (8-OHdG) anlamli olarak artt1 (p<0.001).
Melatonin 6n uygulamasi bu artiglar1 anlamli olarak (p<0.01-0.001) baskiladi. Dort
haftalik EG’den sonra uygulanan melatonin tedavisi de bu parametrelerde diislise neden

oldu (p<0.05) ancak kontrol grubuna gore yine yiiksek kaldi (p<0.05) (Tablo 2, Sekil 9).
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Tablo 2. Bobrek doku orneklerinde malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), oksidatif

DNA [8-hidroksi guanosin (8-OHdG)], miyeloperoksidaz (MPO), siiperoksid dismutaz
(SOD), ve kaspaz-3aktivitesi bulgulari.

Kontrol EG Mel+EG+Mel EG+Mel
GSH 3.5+03 1.6 £0.2 *** 27+037 2.1 +0.30 **
(umol/g)
SOD R
. 164+1.4 7.6 £+ 0.5 *%* 1221 £0.8 *, 10.6 +£0.4 ***
(U/mg protein)
MDA 5.6+0.5 12.8 £ 1.0 *** 78+09"" 8.6+09 "
(nmol/g)
MPO . 1.8+0.2 5.7 £0.6 *** 25+047 24+03"7"
(U/mg protein)
Kaspaz-3
Aktivitesi 9.6+0.4 21.8 £2.3 #*x* 13.8+0.7 " 157+1.6% "
(U/mg protein)
8-OHdG foskok t * °
(ng/mg DNA) 23403 5.9+0.6 3.2+0.30 4.0+02 %

*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna gore.

"p<0.05, " p<0.01, " p<0.001: SF uygulanan EG grubuna gore.
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R SF-tedavili D Profilaktik Mel uygulama
=1 Tedavi edici Mel uygulama
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Sekil 7. Bobrek doku orneklerinde glutatyon (GSH) diizeyleri ve siiperoksid dismutaz
(SOD) aktivitesi bulgulari.

*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna gore.

"p<0.05, " p<0.01, " p<0.001: SF uygulanan EG grubuna gére.
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Sekil 8. Bobrek doku 6rneklerinde malondialdehit (MDA) diizeyleri ve myeloperoksidaz
(MPO) aktivitesi bulgular1. *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna gore

"p<0.05, " p<0.01, " p<0.001: SF uygulanan EG grubuna gére.
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= SF-tedavii =3 Tedavi edici Mel uygulama
M Profilaktik Mel uygulama
304

20+ *
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Kaspaz-3 aktivitesi
(nmolpNA/mg protein)

Etilen glikol

*kk
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8-OHdG
(ng/mg DNA)

Etilen glikol

Sekil 9. Bobrek doku orneklerinde kaspaz-3 aktivitesi ve oksidatif DNA hasar1 (8-
OHdG) bulgulari.

*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna gore.

"p<0.05, " p<0.01, " p<0.001: SF uygulanan EG grubuna gére.
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4.2.4. iNOS protein ekspresvonu

Inflamasyonla uyarilan NOS aktivitesi (iNOS) EG grubunda anlaml1 olarak (p<0.001)
yuksek bulunurken, melatoninin her iki protokolde de uygulanmasi1 iNOS’u azaltt1 (Sekil
10).

[ SF-tedavili =3 Profilaktik Mel uygulama
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a)
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B-actin | = “em— s— — —
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Sekil 10. Bobrek doku orneklerinde a) iNOS, b) Kaspaz-3 ve c) cleaved-Kaspaz
aktivitesi ve oksidatif DNA hasar1 (§-OHdG) bulgulari.
*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna gore.

"p<0.05, " p<0.01, " p<0.001: SF uygulanan EG grubuna gore .

34



4.2.5. Matriks metalloproteinaz-9 ekspresyonu

Etilen glikol uygulamasi bobrek dokusunda hasar1 gésteren MMP-9’un pro- ve aktif
formlarini1 anlamli olarak (p<0.001) arttirdi. Pro-MMP-9, melatonin tedavisi ile azalma
gosterdi ancak kontrole yaklasmadi, buna karsilik melatonin tedavileri aktif MMP-9’u

gerek EG ile es zamanlh uygulamada, gerekse 4 haftalik EG uygulamasindan sonra
uygulandiginda anlamli olarak (p<0.001) diisiirdii (Sekil 11).
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Sekil 11. Bobrek doku orneklerinde MMP-9 protein ekspresyonu Western blot
calismast. a) Pro-MMP-9 ve b) Aktif MMP-9 bant yogunluklari

*** p<0.001: Kontrol grubuna gore.

" p<0.001: SF uygulanan EG grubuna gore.
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4.2.6. Osteopontin gen ekspresyonu sonuclari

Dokuda osteopontin gen ekspresyonunun real time PCR sonucglar1 gruplar arasinda
karsilastirlldiginda EG grubunda ekspresyonun anlamli olarak arttigi (p<0.001)
proflaktik amagla ©n melatonin uygulamasi1 yapilan grupta bu artisin tamamen
baskilandigi, tedavi amaghi uygulamada ise, EG + Mel grubunda anlamli olarak
azalmakla birlikte kontrole gore yiiksek kaldigir gozlendi (Sekil 12). Sekil 13 ve 14°te

gRT-PCR’da yapilan Osteopontin gen amplifikasyonunun ve melt curve analizi

goriintiilendi.
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Sekil 12. Bobrek doku 6rneklerinde osteopontin mRNA gen ekspresyonu.
*** p<0.001: Kontrol grubuna gore.

" p<0.001: SF uygulanan EG grubuna gore.
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Sekil 13: qRT-PCR’da yapilan Osteopontin gen amplifikasyonunun goriintiisii
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Sekil 14. qRT-PCR’da yapilan osteopontin melt curve analizi goriintiisii

4.2.7. Serumda ve dokuda N-asetil-B-glukozaminidaz enzim aktivitesi sonuclari

Bobrek hasarinin gostergesi olan NAG aktivitesi EG grubunda gerek serumda gerek
bobrek dokusunda anlamli olarak (p<0.001) artti. Melatonin tedavisi gerek profilaktik
gerek tedavi edici amaglarla uygulandigi gruplarda NAG aktivitesi kontrol grubuna gore
yuksek kalmasina ragmen (p<0.05-0.001) EG grubuna gore anlamli azalmaya neden

oldu (p<0.001, Sekil 15).
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Sekil 15. a) Serumda ve b) bobrek dokusunda N-asetil-B-glukosaminidaz (NAG)

aktivitesi bulgulari.
*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna gore.

" p<0.001: SF uygulanan EG grubuna gore.
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4.3. Histolojik Bulgular

Kontrol grubunda tiim tiibiiller ve glomeriiller diizgiin morfoloji sergilemekteydi (Sekil
16 a). Etilen glikol uygulamasi ile tiibiillerde bazal membran kalinlagmasi tiibiil
hiicrelerinin bozulmasi ve limene dagilmasi ile agir bir dejenerasyon izlendi (Sekil 16
b). Melatonin 6n tedavisi grubunda bazal membranda kalinlagma gerilerken tiibiil
hiicrelerinde yer yer dokiilme gozlendi (Sekil 16 c). Etilen glikol uygulanan ve
melatonin tedavisi verilen grupta ise tiibiil hiicrelerindeki dokiilmenin oldukca azaldigi
izlendi (Sekil 16 d).

Sekil 16 a. Kontrol grubu, diizgiin tiibiiller (oklar) ve glomeriil yapilari.
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Sekil 16 b. Etilen glikol uygulamasi, tiibiil hiicrelerinin bozulup limene dokiilmesi

(oklar) ve kalinlasmis bazal membran (ok baslar)
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Sekil 16 c. Profilaktik melatonin uygulamasi (Mel + EG + Mel grubu), bazal
membranda gerilemis kalinlagma (ok baslar) yani sira oldukca azalmis tiibiil ici

dokiilme (oklar)
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Sekil 16 d. Tedavi edici melatonin uygulamasi (EG + Mel grubu), bazal membranda
kalinlasma gerilemis (ok baslar1), tiibiiller i¢cindeki dokiilme yer yer devam etmekte
(oklar)
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5. TARTISMA

Uriner sistem tas hastaligi, idrarin siipersaturasyonu sonucu olusan ve sik tekrar edici
0zelligi nedeniyle tedavi stratejilerinin optimize edilmesi gereken Onemli bir {irolojik
patolojidir. Tas olusum mekanizmalar1 incelendiginde inflamatuar siireglerin rolii
nedeniyle literatiirde antiinflamatuar ajanlarin ¢esitli deneysel modellerde denendigi
goriilmiistiir. Bu ¢alismada etilen glikol ile olusturulan deneysel tas hastaligit modelinde
antiinflamatuar ve antioksidan ozellikleri kanitlanmis olan melatoninin tas olusumu
tizerindeki ve bobrekteki koruyucu etkileri incelenmistir. Calismamizin sonunda
melatoninin, koruyucu amagla 6n uygulamasi yapilan sicanlarda idrarda oksalat, sitrat ve
kreatinin diizeylerini kontrol grubu degerlerine yaklastirdigi, bobrek dokusunda
antioksidan kapasiteyi arttirarak dokuda gelisen inflamasyonu ve oksidatif hasari

azalttig1, biyokimyasal ve histolojik incelemelerle gdsterilmistir.

Etilen glikol ile olusturulan iiriner sistem tas hastaligi modeli, hayvan
caligmalarinda siklikla kullanilan bir modeldir. Bu amacgla %0.75’lik EG soliisyonu
siganlarin igme suyuna katilir. EG, iiriner oksalat ekskresyonunu arttirir ayn1 zamanda
kalsiyum, magnezyum ve sitrat ekskresyonunu da es zamanl olarak azaltir ve sonug
olarak idrarda CaOx siipersaturasyonu gelismektedir. Bu sayede indiiklenen kronik
hiperoksaliiri, siddetli kristaliiriye ve sonug¢ olarak CaOx taglariin olusuma neden
olmaktadir.”® Hiicre kiiltiirlerinde ve in-vivo deneysel calismalarda oksalat kristallerinin
neden oldugu hasara lipid peroksidasyonunun eslik ettigi gosterilmistir. %0.75 etilen
glikol uygulanan hayvanlarda 15, 30 ve 60. giinlerde degerlendirilen renal hiicre
hasarinda lipid peroksidlerin arttig1 goriilmiistiir. Bu parametre hiicre membran hasarimin
ve disfonksiyonunun onemli bir gostergesidir. Hiicreler lipid peroksidasyonuna karsi
antioksidan savunma sisteminin bilesenleri ile kars1 koymaktadir ve bunlardan bazilari
superoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi
enzimatik veya glutatyon (GSH) gibi non-enzimatik antioksidanlardir.”® Bizim
calismamizda da EG grubunda, bobrek dokusunda lipid peroksidasyon gdstergesi olan

MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi, melatoninin gerek 6n
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uygulama yapildig1 koruyucu amacgla uygulanan Mel + EG + Mel grubunda, gerekse
melatoninin tedavi edici amacla uygulandigi EG + Mel grubunda anlamli olarak azaldig:
goriilmiistiir. Melatoninin bdbrekte lipid peroksidasyonunu azalttigina dair ¢aligmalar
mevcuttur. Bobrekteki iskemi-reperflizyon modelinde, sisplatin nefrotoksisitesinde,
renovaskiiler hipertansiyonda ve kronik bdbrek yetmezliginde melatonin uygulamalari
bobrek dokusunda MDA diizeylerini diisiirmiis ve bobregi korumustur.”*® Lipid
peroksidasyonu membran yapisini bozarak iyon transportunu ve membranin intrensek
ozelliklerini degistirerek proksimal tiibiil hiicrelerinde hasara yol agmaktadir. Reiter ve
ark. melatoninin gerek radikal siipiiriicii etkisiyle gerekse de antioksidan etkisiyle GSH-
Px aktivitesini arttirarak GSH diizeylerini yiikselttigi ve dokuyu oksidatif hasara karsi
korudugunu bildirmislerdir.*> Glutatyon organizmamin en &nemli antioksidan
molekiillerinden biridir; serbest radikaller ile reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif
hasara kars1 korur. Buna karsilik ROT artis1 ise glutatyon depolarinin tiikkenmesine yol
acarak dokuyu oksidatif hasara duyarli hale getirir. Bizim ¢alismamizda da EG, bobrek
dokusunda GSH seviyelerini kontrol grubuna goére anlamli olarak distirmistiir.
Melatonin uygulanan her 2 grupta ise GSH diizeyleri artarak oksidatif hasari
engellemistir. Benzer sekilde antioksidan bir enzim olan SOD da tag olusumuna bagh

olarak azalirken melatoninin bu enzimin aktivitesini arttirdigi gdzlenmistir.

Thamiselvan ve ark.’in 2002 de yaptig1 bir ¢alismada membran hasarinin CaOx
kristallerinin fiksasyonunu hizlandirdigini ve bdylece bobrekte tasin biiylimesine neden
oldugunu ileri stirmiistiir. S6z konusu ¢alismada SOD, CAT, G-Px, gibi enzimlerin ve
GSH, vitamin E, askorbik asit gibi serbest radikal siipiiriiciilerinin diizeyleri diisiik
bulunmustur. Oksalat baglama aktivitesi ve CaOx kristallerinin birikimi, ATPaz
aktivitesindeki diisiis ile daha belirgin hale gelmistir. Urolitik sicanlarda Vit E, lipoik
asit, methionin, glutatyon esterleri ile tedavilerin hiicresel antioksidan diizeylerini
normalize ederek lipid peroksidasyon reaksiyonlarini engelledigi gosterilmistir.
Antioksidan tedavi sigan bobreginde CaOx presipitasyonunu engellemis, ayn1 zamanda
hiperoksaliiriyi azaltmistir.” Oztiirk ve arkadaslar1 da benzer sekilde %0.7’lik etilen
glikol modelinde prepiibertal siganlarda deneysel USTH’de oksidan hasara SOD, katalaz

ve GSH-Px aktivitelerinde azalmanin eslik ettigini ve buna karsilik L-arginin ile serbest
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radikal olusumunun, USTH’nin ve sonugta tiibiiler hasarin azaldigini géstermislerdir.'®
Bizim ¢alismamizda da, melatonin membran koruyucu etkisi sayesinde CaOx’in

bobrekteki birikimini azaltmis ve dokuyu korumustur.

Benzer sekilde insanda tas ve antioksidan tedavi iliskisi Holock ve Tracy
tarafindan rapor edilmistir. Saglik ve beslenme iliskisinin degerlendirilmesi ¢aligmalari
icinde {iriner sistem tagi olan hastalarda renal tiibiil hiicrelerinde oksidatif hasarin rolii
degerlendirilmistir. Calisma National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES 1II) 1988-1994 yas, cins, 1rk, VKI, diyabet, hipertansiyon gibi hastaligi olan
gruplarda tast olan ve olmayanlarin karsilastirilmasidir. Sonugta bobrek tasi olan
hastalarda alfa karoten ve beta karotenlerin diislik diizeylerinin bulunmasi, bu hastalarda

antioksidan tedavinin tas olusumunu 6nleyebilecegi yorumunu saglamistir.”

Myeloperoksidaz enzimi, nétrofil aktivasyonu sonunda saliverilerek serbest
radikal iiretimine yol agmaktadir. Bu nedenle dokuya nétrofil infiltrasyonunun ve

101

inflamasyonun bir gostergesi olarak kabul edilir. ™ Cesitli bobrek hasar1 modellerinde

MPO artisinin oksidatif hasara eslik ettigi gésterilmistir.%’ 102-104

Buna karsilik
melatoninin MPO aktivitesini baskiladigi da bilinmektedir. Reiter ve ark., 2000 yilinda
yazdiklar1 derlemede melatoninin antioksidan etkisinin nétrofil infiltrasyonunu azaltarak
ve nétrofil aktivasyonunu engelleyerek etki gosterdigini agiklamuslardir.®’ Literatiirde
iiriner sistem tas hastaligt modellerinde MPO aktivitesi ile ilgili ¢caligmalar kisitlidir.
Mushtaqg ve ark. CaOx taglar1 birikimi ile birlikte MPO aktivitesinin arttigini
bildirmislerdir.'” Bizim calismamizda da EG grubunda artan MPO aktivitesi, tas
olusumuna inflamasyonun eslik ettigi bulgusunu desteklerken, melatonin uygulamasi ile
bu artis engellenmistir. Benzer sekilde inflamasyonun diger gostergelerinden biri olan

inflamasyon ile uyarilan NOS aktivitesi de EG uygulanan grupta yiiksek bulunmus olup

antiinflamatuar ajan olan melatonin uygulamasi ile baskilanmistir.

Kalsiyum oksalat tasi olusumu siirecinde renal tiibiillerde hasar ve apoptoz
gorildigi in-vivo ve in-vitro calismalarda gosterilmistir.'® '°” Taguchi ve arkadaslar
2012°de %1 etilen glikol uygulanan siganlarda bobrekte kristal formasyonunu, hiicre

hasarini, apoptozis ve oksidatif hasarda artis1 gosterirken bu sicanlarda antioksidan
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0zelligi bilinen pioglitazon tedavisinin bu parametreleri geri ¢evirdigini gostermislerdir.
Ilgili calismada oksidatif hasar, N-asetil-p-glukozaminidaz, 8-hidroksiguanozin gibi
parametrelerle desteklenmistir. Arastirmacilar pioglitazonun kristal olusumunu
engelleyici etkilerine bu ajanin antioksidan ve antiinflamatuar etkilerinin aracilik ettigini
belirtmektedir.”' Bizim ¢alismamizda da EG uygulamasi ile olusan 8-OHAG diizeyleri
ile NAG ve kaspaz-3 aktivitelerinde gozlenen artis bu bulgular ile uyum gostermektedir.
Melatonin tedavisi ise profilaktik Mel uygulamasi yapilan grupta kaspaz aktivitesini ve
8-OHdG diizeylerini kontrol grubu degerlerine yaklastirirken tedavi edici Mel
uygulamasi ile anlaml diisiis gostermesine ragmen kontrol degerlerine gore yiiksek
kalmistir. Calismamizda dokuda izlenen Onemli hasar parametrelerinde iki ayri
uygulamada go6zlenen bu farklilik melatoninin profilaktik kullaniminin 6nemini
gostermektedir. Diger taraftan melatoninin EG uygulamasina bagl olarak gerek serumda
gerek bobrek dokusunda tiibiiler hasar gostergesi olan NAG aktivitelerindeki artis her iki
uygulama ile de baskilanmistir. Calismamizda melatoninin gerek profilaktik gerek
tedavi edici amagla uygulanmasi ile elde edilen sonuglar degerlendirildiginde bazi
parametrelerde her iki uygulama ile benzer etkili sonuglar elde edilirken bazi
parametreler 6n uygulamanin, tedavi edici uygulamaya gore daha etkin sekilde koruma

sagladigini gostermistir.

Hiperoksaluri ve CaOx kristal birikimi, bobrekte cesitli morfolojik ve patolojik
degisimlere neden olmakta ve idrar bilesimini degistirmektedir.”> Bu degisimler, renal
hiicrelerin yliksek oksalat ve CaOx kristallerine karst verdigi inflamatuar yanit
araciligiyla olmaktadir. Bu inflamatuar yanitta da OPN, inter-alfa inhibitor (Ia-I), alfa-
1-mikroglobiilin, kalgranulin, heparan siilfat ve matriks glaprotein-33 sayilmaktadir.'®®
Tas olusumunda mineralizasyon olusum inhibitorlerinin viicutta iiretiminin artmasi
beklenebilir. Ornegin inflamasyon ve fibroziste rol oynayan OPN mineralizasyon
inhibitoriidiir ve kemoatraktandir. Osteopontin, oncelikle kristallesmeyi inhibe etmek ve
mineral olusmus ise inflamatuar hiicreleri o bolgeye ¢ekerek kristalleri elimine etmek
icin etkisini gosterir. Dolayisiyla OPN mineralizasyon inhibitorii olmasina ragmen

inflamatuar dongii i¢indeki roliiyle bobrekte hasara yol agar. Ciinkii inflamasyon,
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fagositik NADPH oksidaz aktivasyonuna ve bdylece ROT iiretimine yol agarak olay1

kisir déngiiye sokar.”

Osteopontinin inflamasyon ve bobrek hasar1 ile iligkisi iiriner sistem tas
hastaliginin yani sira diyabetik siganlarda ve cerrahi olarak olusturulmus kronik bobrek
yetmezligi olusturulan sicanlarda calisilmis ve OPN mRNA ve protein miktarlarinda
onemli Ol¢iide artis oldugu gozlenmistir. Arastirmacilar, glomeriiler ve tiibiiler OPN
ekspresyonunun makrofaj birikimine ve progresif renal hasara eslik ettigini ve renal
fonksiyon bozukluklarma neden oldugunu bildirmislerdir.*' Bu patolojik durumlarda
inflamasyonun artan anjiyotensine baglh oldugu ve anjiyotensin reseptor-1 antagonistleri
ve ACE inhibitorlerinin OPN ekspresyonunu ve inflamasyonu baskilayarak koruyucu
etki gosterdigi bildirilmistir.®' Bizim calismamizda da osteopontin mRNA ekspresyonu
EG uygulanan grupta anlamli olarak artmis olup, tedavi amaciyla uygulanan melatonin
grubunda anlamli azalma gostermekle birlikte ulasilan bu degerler kontrol grubuna gore
yiiksek kalmistir. Buna karsilik profilaktik melatonin uygulanan grupta ise OPN mRNA
ekspresyonu kontrol grubu degerlerine yaklagmistir. Bu sonuglar melatoninin

antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliklerini desteklemektedir.

Cesitli bobrek hastaliklarinin  patogenezinde mezengial hiicreler tarafindan
ekstraseliiler matriks artis1 s6z konusudur. Glomertillerde ekstraseliiler matriks yikiminin
baslica  diizenleyicileri ~ matriks  metalloproteinazlardir ~ (MMP).  Matriks
metalloproteinazlar ¢inko bagimli endoproteinazlardir. Matriks metalloproteinazlar,
ekstraseliiler matriks komponentlerinin yikimindan sorumlu olup yara iyilesmesi,
anjiyogenez, hiicre gogii, dokunun yeniden sekillenmesi gibi siire¢lerde 6nemli rol
oynamaktadir. MMP ekspresyonundaki degisimler ciddi patolojik durumlara sebep olur.
Bobrekte ekstraseliiler matriks proteinlerinin homeostatik dongiistindeki bozulma,
glomeriiler filtrasyonun bozulmasma yol agmakta ve glomeruloskleroz gibi progresif
bobrek hastaliklarina yol agmaktadir. TNF-a, interlokin-1p (IL-1p) gibi proinflamatuar
sitokinler tarafindan indiiklenen MMP ekspresyonundaki artis, olaym inflamasyon
boyutunu gostermektedir. Jelatinaz olarak bilinen MMP-2 ve MMP-9’un

ekspresyonlarindaki artis glomeriiler mezangial hiicrelerde inflamasyonun arttiginin
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gostergesidir. MMP-9’un artisinin sitokinler tarafindan indiiklendigi kabul edilmistir.
Hiicre kiltirii calismalarinda mezangial hiicrelerde NO diizeylerindeki artisa
proinflamatuar sitokinlerdeki artisin eslik ettigi ve iNOS ekspresyonunun da arttig
bildirilmistir."” Tan ve ark. BALB/c tiirii farelerde olusturduklari tnilateral iireteral
obstriiksiyon modelinde renal MMP-9 ekspresyonunu incelemislerdir. Bu farelere
MMP-9 antikorlar1 uygulandiginda MMP-9 aktivitesinin baskilandigi ve makrofaj
infiltrasyonunun, ekstraseliller —matriks olusumunun ve fibrozisin azaldigini

bildirmislerdir.'"°

Aragtirmalar, inflamatuar hiicrelerin, MMP-2 ve MMP-9 gibi proteinolitik
enzimler Urettigini ve bu sayede ekstraseliiler matriksin yikimi ile kalsifikasyonun
basladigin1 bildirmislerdir. Khan ve ark. da bu bilgiler dogrultusunda MMP
aktivitesindeki artisin CaOx taglar1 ile iligkisini incelemislerdir. MMP aktivitesi ile
ylizey biitiinliigliniin bozulmasi sonucunda matriks baglantili CaOx niikleasyonu
baslamakta ve ayni1 zamanda yiizeyde bulunan kalsiyum fosfat kristallerinin CaOx
kristallerine doniisiimi gerg:eklesmektedir.]11 Bu calisma inflamasyon, MMP ve USTH
iliskisini gosteren en giincel ¢alismalardan biridir. Biz de ¢alismamizda EG uygulamasi
ile bobrek dokusunda MMP-9’un pro- ve aktif formlarinin ekspresyonunun anlamli
olarak arttigin1 gordiik. Bu bulgu, yukarida da belirtilen, calismamizin diger inflamatuar
parametreleri olan MPO, iNOS artisina eslik etmektedir. Buna karsilik her iki farkl
uygulamada da melatonin gii¢lii antiinflamatuar etkisi ile bu parametreleri baskilamistir.
Esposito ve ark. bobrekteki tiibiiler fonksiyonlar1 diizenleyen spesifik melatonin
reseptorlerindeki bozuklugun tekrarlayan kalsiyum taslar ile iliskisini gostermislerdir.''?
Ancak literatiirde deneysel iiriner sistem tag modellerinde melatonin uygulamasi ile ilgili

bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle calismamiz bu konuda yapilmis ilk

caligmadir.
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6. SONUCLAR

Deneysel ve klinik c¢alismalar bobrek taslariin olusumunda oksidatif stresin ve
inflamasyonun &nemini vurgulayan sonuglar vermistir. Inflamasyon, tas olusum
siirecinin bagslangicinda kristalizasyonun inhibisyonunu ve tas olusumunun 6nlenmesini
saglamaktadir. Ancak inflamatuar ortamda artan ROT nedeniyle antioksidan kapasitenin
zayiflamast ve idrarda gelisen siipersatiirasyon, kristalizasyonu giderek arttirarak tas
hastaligina yol agmaktadir. Buna karsilik antioksidanlar ile tedaviyle, ROT {iretiminin ve
CaOx kristal depolanmasinin azaldig1 kanitlanmistir. Ayrica bobregin antioksidanlar ile
korunmast ve antioksidan kapasitesinin artirilmasi, kronik bdbrek yetmezligi gibi

bobrekte tasa bagl gelisebilecek hastaliklara karsi da koruyucu olacaktir.

Calismamiz, giiclii bir antioksidan ve antiinflamatuar madde olan melatoninin
ozellikle profilaktik ve ayrica tedavi edici amacgla uygulanmasi ile bobrek tasi
olusumunu azaltabilecegini ve tasa bagli olusacak hasar1 engelleyebilecegini
gostermistir. Melatoninin diislik yan etki profili de gz oniine alindiginda, tas hastalig
icin riskli olan popiilasyonlarda bu ajanin koruyucu amagh kullaniminin alternatif bir

yaklasim olusturmasi desteklenmelidir.
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