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ÖZET 

 

Amaç: Üriner sistem taş hastalığının sık görülmesi ve sık tekrarlaması nedeniyle 

önleyici ve tedavi edici stratejiler geliştirilmeli ve düzenlenmelidir. Oksidatif stres, 

üriner sistemde taş oluşumuna ve birikimine aracılık eden mekanizmalardan biridir. Bu 

çalışmada, güçlü bir antioksidan olan melatoninin taş oluşumunu engelleyici ve taşa 

bağlı hasara karşı tedavi edici etkilerinin incelenmesi amaçlandı. 

Gereç ve Yöntem: Yaklaşık 3 aylık erkek, 250-300 gr ağırlığında 32 adet Wistar albino 

sıçan randomize edilerek eşit sayıda olmak üzere (n=8) kontrol (taşıyıcı uygulamalı), 

etilen glikol (EG), melatonin ön tedavili EG (Mel + EG + Mel) ve melatonin tedavili EG 

(EG + Mel) olmak üzere dört gruba ayrıldı. Taş hastalığı modeli oluşturulması için 

sıçanlara %0.75 EG içeren içme suyu 8 hafta süre ile verildi. EG + Melatonin ön 

uygulamalı grupta melatonin EG ile eş zamanlı başlanarak toplam 8 hafta, 

EG+Melatonin tedavili grupta ise 8 hafta EG verilirken 4. haftadan itibaren melatonin 10 

mg/kg ip olarak 4 hafta boyunca uygulandı. Çalışma sonunda hayvanlar metabolik 

kafeslere alındı ve idrarda kalsiyum, oksalat, sitrat ve kreatinin tayinleri için 24 saatlik 

idrar örnekleri toplandı. Ardından eter anestezisi altında intrakardiyak kan örnekleri 

alınan hayvanlar dekapite edildi ve böbrek dokuları alındı. Kan örneklerinde osteopontin 

ve N-asetil-β-glukozaminidaz tayinleri, böbrek dokularında ise histopatolojik ve 

biyokimyasal incelemeler ile glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), superoksid 

dismutaz (SOD), myeloperoksidaz (MPO), kaspaz-3, oksidatif DNA hasarı (8-OHdG), 

ve Matriks Metaloproteinaz-9 (MMP-9) tayinleri yapıldı.  
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Bulgular: EG uygulaması kalsiyum düzeylerini kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

azaltmış, Mel + EG + Mel grubunda kontrol değerlere yaklaştı. EG grubunda kontrole 

göre artan oksalat, sitrat ve kreatinin düzeyleri ise Mel + EG + Mel grubunda anlamlı 

olarak düzeldi. EG + Mel grubunda idrar parametreleri, EG grubuyla kıyaslandığında 

anlamlı düzelme göstermedi. Böbrek dokusunda oksidatif hasarın göstergesi olan MDA, 

MPO, 8-OHdG, kaspaz aktivitesi ve iNOS ve MMP-9 anlamlı olarak arttı.. Ön 

uygulamalı melatonin grubunda bu değişiklikler geri çevrilirken EG + Mel grubunda 

GSH düzeyleri ve SOD aktivitesi dışındaki parametrelerde düzelme izlendi. Histolojik 

bulgular da biyokimyasal buguları destekledi. 

Sonuç: Melatoninin güçlü bir antioksidan madde olarak üriner sistem taş hastalığının 

oluşumunu engellediği ve taş oluşmuş böbrek dokusunda, böbrek dokusunu taşa bağlı 

hasara karşı koruduğu gösterildi. Bu bulgular, melatoninin taş hastalarındaki klinik 

kullanımında yeni bir alternatif yaklaşım olabileceğini düşündürmektedir.  

Anahtar Sözcükler: etilen glikol, melatonin, oksidatif DNA hasarı, N-asetil-β-

glukozaminidaz, osteopontin 
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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 8th 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-β-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. 
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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: ethylene glycol, melatonin, oxidative DNA damage, N-acetyl-β-

glucosaminidase, osteopontin 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

ÜSTH: Üriner sistem taş hastalığı 

EG: Etilen glikol 

Mel: Melatonin 

MDA: Malondialdehit 

MPO: Myeloperoksidaz 

GSH: Glutatyon 

RTA: Renal tübüler asidoz 

KBY: Kronik böbrek yetmezliği 

CaOx: Kalsiyum oksalat 

ROT: Reaktif oksijen türevleri 

PTH: Parathormon 

OPN: Osteopontin 

MCP: Makrofaj kemoatraktan protein 

NOS: Nitrik oksit sentaz 

SOD: Süperoksit dismutaz 

CAT: Katalaz 

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz 

8-OHdG: 8-hidroksideoksiguanozin 

OS: Oksidatif stress 

ACE: Anjiyotensin dönüştürücü enzim 

TBARS: Tiobarbitürik aside duyarlı maddeler 
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PG: Prostoglandin 

NAG: N-asetil-β-glukozaminidaz  

NAT: N-asetiltransferaz 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Üriner sistem taş hastalığı (ÜSTH) böbrek fonksiyon bozukluğuna ve kalıcı renal hasara 

yol açabilen önemli bir ürolojik hastalıktır. Üriner sistem taş hastalığının sık görülme ve 

tekrarlayıcı nitelikte olması özeliklerinden dolayı taş oluşumunu önleyici mekanizmalar 

üzerinde yapılan çalışmalar her geçen gün daha da önem kazanmaktadır. Üriner sistem 

taş hastalığı erişkin yaş gruplarında Avrupa’da %5-9 arasında, Kanada’da %12, 

Amerikada %13-15 oranlarında saptanmaktadır.1 Adolesan yaş grubunda insidans 

çalışmaları taş hastalığı sıklığının hızlıca arttığını göstermektedir.2-6 Amerika Birleşik 

Devletleri’nde ÜSTH prevalansının genel popülasyonda %10-15 arasında değiştiği 

bildirilmiştir.7-9 NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey) verileri 

incelendiğinde 1976-1980 yılları arasında %3.8 olan ÜSTH prevalansının 1988-1994 

yılları arasında %5.2’ye çıktığını, yani %37 oranda arttığı bildirilmiştir.10 ÜSTH, erkek 

popülasyonda kadınlara oranla hastalığın 2-3 kat daha sık görüldüğü bildirilmiştir.11 

ÜSTH’nın kronik böbrek yetmezliğine (KBY) sebep olması, bu hastalık üzerine 

yapılan çalışmaları arttırmıştır. ÜSTH, erişkin popülasyonda görülen KBY’nin 

%3.2’sinden, pediatrik popülasyonda görülen KBY’nin %3.8’inden sorumludur.12-16 

Türkiye’de yapılan kohort çalışmaları, pediatrik yaş grubunda görülen KBY’nin 

%8’inden ÜSTH’nın sorumlu olduğunu ortaya koymuştur.17 ÜSTH, tüm yaş gruplarında 

hayat boyunca taş hastalığı %50 oranda tekrarlamaktadır.1, 18 

ÜSTH olan hastalar için harcanan senelik ödenekler incelendiğinde 2000 yılında 

yaklaşık 2.1 trilyon dolar harcama yapıldığı ve bu miktarın 1994 yılında yapılan 

harcamaya oranla %50 oranda artmış olduğu görülmüştür.11 Bu yüksek miktardaki 

ödemeler de ÜSTH’nı önleyici tedavi protokollerinin geliştirilmesinin önemini 

göstermektedir. 

Üriner sistem taşlarının oluşumu, çok basamaklı biyokimyasal olaylardan 

meydana gelmektedir. Temel olarak çekirdek oluşumu (nükleasyon), kristal büyümesi, 
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kristal birikimi ve sonuçta oluşan kristallerin tübüler sistemden atılamaması ve tutulması 

ile oluşmaktadırlar.19, 20 İdrarda artan oksalat ve kalsiyumun oluşturduğu CaOx, 

çözünürlüğünün düşük olması nedeniyle CaOx süpersatürasyonuna neden olmakta ve 

takiben gelişen oksidatif hasar ile hücre hasarına ve nükleasyona sebep olarak kristal 

oluşumu başlatmaktadır. Kristal büyümesi, birikmesi ve hücre membran hasarı sonrası 

ortaya çıkan kristal bağlayıcı moleküllerle birleşmesi sonucu kristal adhezyonu ve 

tutulumu ile üriner sistem taşı oluşmakta ve renal epitelyum hasarına yol açmaktadır.19, 

21, 22 

Literatürde yaygın olarak kullanılan deneysel model %0.75 etilen glikol (EG) ile 

indüklenen ÜSTH modelidir. Hücre kültürlerinde ve in-vivo deneysel çalışmalarda 

reaktif oksijen türevlerindeki (ROT) artışın taş oluşumunda önemli rol oynadığı 

belirlenmiştir.23 Literatürde bulunan antioksidan tedavinin taş oluşumunda ve/veya taşa 

bağlı renal hasardaki rolü ile ilgili görüşler doğrultusunda çalışmamızda EG modelinde 

melatoninin böbrekte taş oluşumuna bağlı hasar üzerindeki etkileri çeşitli parametreler 

eşliğinde incelenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Taş Oluşum Mekanizmaları 

Taş oluşumu ile ilgili çalışmalar ilk olarak 1937 yılında Randall’ın renal papillanın 

ucunda ve çevresinde biriken kristal birikimini göstermesi ve bu kristalleri kalsiyum 

fosfat kristalleri olarak tanımlamasıyla başlamıştır.24 Bu tarihten sonra taş oluşum 

mekanizmaları ile ilgili çalışmalar hız kazanmış ve detaylandırılmıştır. Taş oluşumu 

glomerular filtratın nefrondan geçişi esnasında gelişen kompleks mekanizmalar sonucu 

gerçekleşir. Taş oluşumuna sebep olan tuzların süpersaturasyonunu takiben 

presipitasyon, kristalizasyon ve nükleasyon gerçekleşir. Kristal oluştuktan sonra ya 

idrarla atılır ya da retansiyona uğrayarak kristal birikimi ve sonucunda taş oluşumuna 

sebep olur. 

İdrarda taş oluşturan tuzlardan en önemlileri kalsiyum ve oksalattır. Taş oluşum 

mekanizları araştırılmasında tarihsel süreç içerisinde 1968’de Nordin ve ark.’ın ve 

1980’de Robertson ve ark’nın yaptığı çalışmalarda oksalatın kalsiyuma oranla taş 

oluşumunda daha önemli bir yere sahip olduğu düşünülmüştür.25-28 Ancak 2004’de Pak 

ve ark’nın yaptığı çalışmalar idrar kalsiyumunun ve idrar oksalatının taş oluşumunda eşit 

önemde olduğu ve katkı yaptığı saptanmıştır.29-31 

İdrarda kalsiyum oksalat (CaOx) konsantrasyonu normal doygun bir sulu 

çözeltide bulunduğundan 4 kat fazladır. Taş oluşumu inhibitörlerinin varlığında CaOx 

presipitasyonu ancak çözünürlüğünün 7 ila 11 katı kadar yüksek olduğunda gerçekleşir. 

Saf bir solüsyonda gerçekleşen nükleasyon, homojen nükleasyon olarak adlandırılır. 

Homojen nükleasyon sonucu oluşan çekirdekler kristal oluşumun ilk basamağıdır ve 

stabil değildir. Bu çekirdekler belirli bir büyüklüğün altında ise veya idrarın nefrondan 

geçiş zamanı kısa ise çözülebilir veya idrarla atılabilir ve taş oluşumuna sebep olmazlar. 

Taş oluşumu inhibitörleri bu çekirdeklerin büyümesini engellerken taş oluşumunu 

hızlandıran teşvik mekanizmaları ise bu çekirdeklerin üzerinde bağlantı noktaları 

oluşturarak büyümelerine ve kristal oluşumuna sebep olur. İdrarda kristal oluşumu 
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genellikle mevcut epitel hücrelerinin, hücre çöküntülerinin veya diğer kristallerin 

üzerinde çekirdeklerin bağlanması ve kristalizasyonu yani heterojen nükleasyon sonucu 

gerçekleşir.32-34 Yapılan çalışmalar idrarın normal geçiş süresi içerisinde böbreğin 

herhangi bir noktasında retansiyona uğrayabilecek büyüklükte kristal oluşumunun 

mümkün olduğunu göstermiştir.35 Kok ve Khan, 1994 yılında CaOx taşı oluşumunda 2 

teori bildirmiştir. Bunlardan biri sabit partikül teorisidir. Bu teoriye göre kristallerin 

bağlandığı ve yüksek yoğunluktaki idrara daha uzun süre maruz kaldığı bağlantı 

noktaları mevcuttur.35 Khan ve ark.’nın yaptıkları çalışmada bu bağlantı noktalarının 

oksalata bağlı renal tübüler hücre hasarı sonucu ortaya çıktığını göstermiştir.36 Yine 

Khan ve ark.’nın yaptığı çalışmalarda da yüksek oranda oksalat verilen hayvanlarda 

oluşturulan CaOx taş modellerinde tübüler hücre hasarı göstergesi olan N-asetil-β-

glukozaminidazın ve alkalen fostatın idrarda belirgin olarak arttığı izlenmiştir.37 

Verkoelen ve ark. da CaOx kristallerinin hasarlı renal epitele bağlandığını, yaptıkları in-

vitro çalışmada göstermiştir.38 Yapılan klinik çalışmalarda CaOx kristallerinin renal 

tübüler hücrelerden endositozu ve sonrasında bu kristallerin bazal membranda, 

interstisyumda birikmesi ve sonucunda gerçekleşen hücre hasarına ve ölümüne sebep 

olduğu oksalat metabolizma bozukluğu olan hastalarda gösterilmiştir.39 Knoll ve ark. 

2004’de yaptıkları hücre kültürü çalışmasında interstisyumun kristal birikimi ve taş 

oluşumunda primer bölge olduğunu ortaya koymuştur.40 

Magnezyum, sitrat ve pirofosfat, kristal birikimi önleyerek taş oluşumuna engel 

olan en önemli inhibitörlerdendir. Sitrat, CaOx ve kalsiyum fosfat taşlarının oluşumunu 

birkaç mekanizma ile inhibe etmektedir. Bunlardan ilki, sitratın kalsiyum ile bağlanıp 

kompleks oluşturarak oksalat ve fostat ile birleşip taş oluşumuna sebep olacak iyonize 

kalsiyum miktarını azaltmasıdır. İkincisi, sitratın direk olarak CaOx birikimini ve 

çökmesini engellemesidir. Son olarak, sitrat, monosodyum ürat üzerinden gelişen 

heterojen nükleasyonu engellemektedir.41-44 Magnezyum, oksalat ile birleşerek iyonik 

oksalat miktarını azaltır ve CaOx süpersatürasyonunu azaltır ve böylece CaOx taşlarının 

oluşumunu inhibe eder.44 Nefrokalsin, böbrekte üretilen bir glikoproteindir ve CaOx 

nükleasyonunu ve birikimi engeller.45-47 Tamm-Horsfall mukoproteini, idrarda en 
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yüksek oranda bulunan proteindir ve kristal birikimini engeller.48, 49 Ayrıca üropontin ve 

bikuninin de kristal büyümesini ve birikimini engellediği gösterilmiştir.50 

Üriner sistem taşlarının en önemli komponenti kalsiyumdur ve tüm taşların 

yaklaşık %75’inde mevcuttur. CaOx taşları tüm üriner sistem taşlarının %60’ını 

oluştururken CaOx hidroksiapetit taşları %20, ürik asit ve strüvit (magnezyum amonyum 

fosfat) taşları yaklaşık %10’ar, bruşit taşları %2 oranda görülmektedir.51, 52 Kalsiyum 

taşlarının oluşumunda hiperkalsiüri, hipositratüri, hiperürikozüri ve hiperoksalürinin 

sorumlu olduğu gösterilmiştir.43, 53 Ürik asit taşları asidik idrarda oluşur.54, 55 Sistin 

taşlarında sistinin renal absorpsiyonundaki bozukluklarda karşımıza çıkmaktadır ve 

nadir görülür.56 Strüvit taşları ise üreaz üreten bakterilerin sebep olduğu alkali idrarda 

oluşur.57  

Kalsiyum taşlarının patogenezindeki en önemli faktör hiperkalsiüridir. İdrarda 

artan kalsiyum, kalsiyum tuzlarının saturasyonunu arttır ve sitrat ve kondroitin sülfat 

gibi taş oluşum inhibitörleriyle kompleks oluşturup inhibitör özelliğini azaltır ve taş 

oluşumuna sebep olur. İdrarda kalsiyum miktarını azaltmaya yönelik tedavi 

stratejilerinin taş rekürrensini azaltması ve ayrıca hiperkalsiürisi devam eden olgularda 

medikal tedaviye cevap alınamaması hiperkalsiürinin önemini göstermektedir.58, 59 

Bunun dışında, kalsiyum taşlarının prekürsörü olarak gösterilen Randall plaklarının 

hiperkalsiüri ile direk olarak bağlantılı olduğu gösterilmiştir.60-62  

2.1.1. Hiperkalsiüri 

Kalsiyum metabolizmasında barsaklar, kemikler ve böbrekler görev almaktadır. 1974 

yılında Pak ve ark. hiperkalsiüriyi 3 alt başlıkla tanımlamışlardır; absorptif hiperkalsiüri, 

renal hiperkalsiüri ve rezorptif hiperkalsiüri.63  

2.1.1.1 Absorptif hiperkalsiüri 

Absorptif hiperkalsiüride altta yatan patofizyoloji artmış intestinal kalsiyum emilimidir 

ve taş hastalıklarının %55’inden bu patoloji sorumludur. Barsaklardan emilen yüksek 

miktardaki kalsiyum, serum kalsiyumunda artışa neden olarak parathormon (PTH) 
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baskılanmasına ve takiben böbreklerden kalsiyum atılımının artmasına sonuç olarak 

hiperkalsiüri gelişmesine sebep olur.  

2.1.1.2. Renal hiperkalsiüri 

Böbreklerden günde yaklaşık 270 mmol kalsiyum filtrasyonu gerçekleşir ve bu 

filtrasyona uğrayan kalsiyumun %98’inin geri emilmesi ile kalsiyum homeostazı 

sağlanır. Bu emilimin %70’ i proksimal tübülde gerçekleşir. Böbrek hasarı, anatomik ve 

fonksiyonel defektler nedeniyle tübüler emilimin bozulması idrarda kalsiyum miktarının 

artmasına ve sekonder hiperparatiroidiye sebep olur. Serum kalsiyum seviyeleri normal 

sınırlardayken kalsiyum alımı olmaksızın hiperkalsiüri görülür. 

2.1.1.3. Rezorptif hiperkalsiüri 

Genellikle primer hiperparatiroidide görülen nadir bir durumdur. Paratiroid adenomuna 

bağlı artan PTH sekresyonu ile kemikten kalsiyum mobilizasyonu ve artmış 1.25 

(OH)2D3 sentezine bağlı barsaklardan artmış kalsiyum emilimi görülür. Sonuç olarak 

artmış serum ve idrar kalsiyumu ve azalmış serum fosfat seviyeleri izlenir.  

2.1.1.4. Hiperkalsiürinin diğer nedenleri 

Sarkoidoz ve granulomatöz hastalaklarda, malignitelere baplı hiperkalsemide ve 

glukokortikoid ile indüklenen hiperkalsemide de hiperkalsiüri ve taş hastalığı 

görülebilir. 

2.1.2. Hiperoksalüri 

İdrarda artan oksalat, CaOx kristal oluşumuna ve birikimine sebep olurken lipid 

peroksidasyonu ve ROT oluşumu aracılığıyla renal tübüler hücre hasarına yol 

açmaktadır.  
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2.1.2.1 Primer hiperoksalüri 

Primer hiperoksalüri nadir görülen otozomal resesif bir metabolizma bozukluğudur. 

Glioksalatın glisine dönüşümündeki bozulma ve glioksalatın oksalata dönüşmesi ile 

karakterizedir. İdrarda artan oksalat, hem renal tübüler hücrelerin yüzeyine bağlanarak 

kristal bağlanması ve büyümesi için tetikleyici odaklar oluşturur hem de renal tübüler 

hücreler tarafından endositoza uğrayıp renal interstisyuma salgılanır ve böylece taş 

oluşumunu başlatır.64 

2.1.2.2. Enterik hiperoksalüri 

Barsaklarda kalsiyum ile oksalatın kompleks oluşturmasını engelleyen mekanizmalar 

serbest oksalatın artmasına ve emilmesine sebep olur. Malabsorpsiyona neden olan 

herhangi bir patoloji oksalatın barsaktan emiliminde artışa yol açabilir. İnce barsak 

rezeksiyonları, intrensek barsak hastalıkları, jejunoileal bypass cerrahileri hiperoksalüri 

ile ilişkilidir. 

2.1.3. Hiperürikozüri 

Kalsiyum taşı olan hastaların %10’unda idrarda ürik asit yüksek bulunmuştur.65 

Hiperürikozüri, idrarda monosodyum ürat seviyesini arttırarak CaOx taş oluşumuna 

sebep olur. İdrar pH’sının 5.5’in altında olduğu durumlarda ürik asit ve/veya CaOx 

taşları oluşurken, idrar pH’sı 5.5’ten yüksek olduğunda heterojen nükleasyon ile sodyum 

ürat aracılı CaOx taşları oluşur. Ayrıca, ürik asit kristalleri üriner glikozaminoglikanları 

bağlayarak bu moleküllerin taş oluşumunu inhibe edici etkilerini ortadan kaldırırlar.  

2.1.4. Hipositratüri 

Hipositratüri, kalsiyum taşı olan hastaların %10’unda saptanmaktadır ve düzeltilebilen 

bir etiyolojik faktördür. İdrarda sitrat atılımı düzenleyen en önemli faktör asit-baz 

dengesidir. Metabolik asidoz, sitratın renal tübüler reabsorpsiyonunda artışa ve 

peritübüler hücrelerde sitrat sentezinde azalmaya sebep olur.66 
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2.1.5. Düşük idrar pH’sı 

İdrar pH’sı 5.5’in altında olduğunda ürik asit serbest halde bulunur ve heterojen 

nükleasyon ile CaOx taşlarının oluşumuna sebep olur.55 

2.1.6. Renal tübüler asidoz 

Renal tübüler asidoz (RTA), tübüler hidrojen iyon sekresyonunda ve bikarbonat 

reabsorpsiyonundaki bozukluklarla karakterize bir sendromdur. Tip 1 (distal) RTA, en 

sık görülen RTA formudur. Tip 1 RTA hastalarının %70’inde üriner sistem taş hastalığı 

mevcuttur.67 Hastalığın bu formunda sistemik asidoza rağmen idrarın asidifiye 

edilmesinde bozukluk vardır. Klasik bulgular hipokalemi, hiperkolesterolemi, metabolik 

asidoz, yüksek idrar pH’sı (pH>6) ve üriner sistem taşlarıdır. En sık görülen taşlar 

hiperkalsüri, hipositratüri ve artmış idrar pH’sına bağlı olarak oluşan kalsiyum fosfat 

taşlarıdır.  

2.1.7. Hipomagnezüri 

Hipomagnezüri, taş hastalarının %1’inde görülen nadir bir etiyolojik faktördür. 

Magnezyum oksalat ve kalsiyum ile kompleks oluşturarak taş oluşumunu engeller. 

İdrarda magnezyumun azalması, taş oluşum inhibitör özelliğinin azalmasına ve ayrıca 

idrarda sitrat seviyelerinin azalmasıyla birlikte taş oluşumun artmasına sebep olur. 

2.2. Taş Oluşumunda Hücresel Değişiklikler 

Son 10 yılda araştırmalar, yüksek oksalat ve kristal konsantrasyonunun renal tübüler 

hücrelerdeki etkileri üzerinde yoğunlaşmıştır. İn vitro modellerde oksalatın 

inflamasyonu, oksidatif, kemotaktik ve fibrojenik olayları uyardığı gösterilmiştir. Bu 

çalışmalarda kullanılan yüksek oksalat ile idiyopatik CaOx taşlarından ziyade primer 

hiperoksalürinin ilişkisi incelenmiştir. Ancak bu invitro çalışmalar tübüler hücrelerdeki 

farklılaşmayı gösterememiştir. 2002 yılında Katsuma ve ark. CaOx kristallerinin 

multipotent böbrek mezenkim hücrelerin embriyonik göstergesi olan vimentin gen 

transkripsiyonunda upregülasyona neden olduğunu ileri sürmüşlerdir. CaOx kristalleri 

veya yüksek oksalat konsantrasyonu Henle kulbu boyunca inflamasyonu tetiklemektedir 

ve Henle kulbunda osteotid hücreler aracılığıyla osteojenik hücrelerin farklılaşma 
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sürecine benzer şekilde değişim gerçekleşmektedir.68, 69 Osteopontin (OPN), osteokalsin 

gibi osteoid proteinler Henle kulbunun bazal membranında hidroksiopatit 

mineralizasyonuna yol açarlar. Çalışmalar papiller interstisyum ve bazal membrandaki 

kristal oluşumlarında ve Randall plaklarında kemik-benzeri hidroksiopatit kristallerini 

içerdiğini göstermektedir. Bu bulgular Henle kulbunda aktif bir biyomineralizasyonun 

ve farklılaşmanın olduğunu desteklemektedir.62  

Literatürde taş olumum mekanizmaları incelendiğinde inflamatuar süreçlerin çok 

önemli bir yer tuttuğu görülmektedir. Nitekim Khan, 2013 yılında yazdığı derlemede 

CaOx taşlarının oluşumunda oksijen türevlerinin ve inflamasyonun ilişkisini açıkça 

belirtmiştir. Taş oluşumunun patolojik biomineralizasyona ve ektopik kalsifikasyona 

bağlı olduğunu, bu süreçlerin de ROT’un ve buna bağlı olarak oksidatif stresin artışına 

dikkat çekmiştir.70 Benzer şekilde Taguchi ve ark. sıçanlarda EG ile oluşturduğu üriner 

sistem taş modelinde inflamatuar süreçlerin rolünü göstererek taş oluşumu ve taşa bağlı 

hasar üzerinde pioglitazonun antioksidan ve anti-inflamatuar rolünü ve renal tübüler 

hücrelerdeki koruyucu etkilerini bildirmişlerdir.71  

Üriner sistem taş hastalığının oluşumuna sebep olacak patolojilerin daha iyi 

anlaşılması, taş oluşum mekanizmalarının ortaya konması ve sonuç olarak kristal 

oluşumunu, birikimi ve çökmesini engelleyici tedavilerin bulunması amacıyla öncelikle 

hayvan çalışmalarında taş oluşum modelleri çalışılmıştır. Bu hayvan çalışmalarında 

CaOx taş hastalığı oluşturmak için ciddi bir hiperoksalüri gerekmektedir. Sıçanlarda 

hiperoksalüri çeşitli diyetlerle geliştirilebilir; etilen glikol, oksalat ve gentamisin sülfat 

gibi kristal oluşumunu indükleyen ajanlar bu modellerde kullanılmıştır. Bunun yanısıra 

pek çok taş hastasında sıklıkla çeşitli tip tübüler fonksiyon bozukluğu olduğu için bazı 

modellerde iki durum birlikte yaratılmıştır. Hem idrarda hiperoksalüri veya hiperkalsiüri 

tetiklenerek, yani idrar biyokimyası değiştirilerek, hem de renal hücresel fonksiyon 

bozukluğu yaratılarak kristal retansiyonu ve büyümesine uygun ortam sağlanarak taş 

oluşumu sağlanmıştır.72 Çalışmamızda üriner sistem taş hastalığı modeli oluşturmak için 

kullanılan ajan etilen glikoldür. 
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2.3. Etilen Glikol Ve Üriner Sistem Taş Modeli 

Etilen glikol hafif tatlı bir dihidrik alkoldür. Kokusuz, renksiz, suda çözünen ve antifriz 

özelliğinde olan bir sıvıdır. Etilen glikolün yutulması nadirdir, yanlışlıkla alımı ciddi 

toksisiteye yol açar. Gastrointestinal kanaldan hızla absorbe edilir, 1-4 saatte maksimum 

kan konsantrasyonuna ulaşır. Yarılanma ömrü 3-8 saattir. Deri ve akciğerden 

absorpsiyonu düşüktür. Letal doz %100’lük EG için 1,4 ml/kg’dır. Alkole benzer şekilde 

sarhoşluk verir. Kendisi toksik değildir ancak karaciğerde metabolizma sonrası toksik 

ürünlere döner. Etilen glikol, alkol dehidrojenaz ile glikoaldehit, glikolik asit, glioksilik 

asit ve oksalik asit olmak üzere 4 organik asite dönüşür (Şekil 1). Bu metabolitler 

hücreler için toksiktir ve oksidatif metabolizmayı bozarak santral sinir sisteminde 

depresyon ve kardiyopulmoner ve renal yetmezliğe yol açar.72 Etilen glikolün 

metabolizmasında hız kısıtlayıcı basamak glikolik asitin glioksilik asite dönüşümüdür. 

Glikolik asit kanda birikir, ciddi asidoza ve oksalatın böbrekte kalsiyum oksalat halinde 

çökmesine neden olur. 

 

 

 

Şekil 1. Etilen glikolün metabolizması ve oluşan ürünler.72 
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Oksalat, böbreklerden atılan çözünürlüğü düşük bir metabolik atık ürünüdür. 

Oksalat metabolizma bozuklukları herediter hiperoksalüride, bazı zehirlenmelerde 

(etilen glikol, vitamin C gibi) ya da enterik hiperoksalüride (malabsorbsiyon, gastrik 

bypass veya Oxalobakter’in barsaktaki yetersiz kolonizasyonunda) görülebilir. 

Hiperoksalürinin üriner sistem taş hastalığından böbrek yetmezliğine ve yaşamı tehdit 

eden organlarda oksalat birikimi ile karakterize sistemik oksalozise kadar uzanan ciddi 

sonuçları vardır. Hiperoksaluride tedavi oksalat alımının azaltılması ve kalsiyum 

alımının artırılmasıdır. İdrarın dilüe edilmesi ve böbrekte taş oluşum inhibitörlerinin 

uygulanması gereklidir. Vitamin B6 ve probiyotik eklenmesinin de faydalı olduğu 

gösterilmiştir.73  

2.4. Oksidatif Stres Ve Serbest Radikaller 

Oksidatif stres günümüzde diyabet, hipertansiyon, kardiyovasküler hastalıklar ve obezite 

gibi çeşitli hastalıkların patogenezinde önemli rol oynamaktadır (Şekil 2).74 Benzer 

şekilde oksidatif stresin böbrekte taş oluşumunda ve böbrek hasarında ilişkisi olduğu 

bildirilmiştir.23, 70 Oksidatif hasar çok çeşitli nedenlerle organizmada artan serbest 

radikallerin neden oluğu hasarı tanımlamaktadır.  

Holoch ve Tracy, antioksidanların in-vitro renal tübüler epitel hücrelerde CaOx 

mono-kristallerinin toksik etkilerini nötralize edebileceğini ileri sürmüşlerdir. Holoch 

NHANES III’e (National Health and Nutrition Examination Survey) katılan 17,695 

yetişkinin serumlarında antioksidan düzeyi ölçerek üriner sistem taş hastalığı olan ve 

olmayanları karşılaştırmıştır. Likopen, Vitamin A, Vitamin E, alfa karoten, beta 

kriptoksantin (provitamin A), lutein/zeaxantin (karotenoidler) ve retinil esterlerin serum 

düzeyleri ölçülmüş ve bu antioksidanların düzeyleri, taş hastalığı olanlarda anlamlı 

olarak düşük bulunmuştur. Ölçülen antioksidanlar içinde alfa-karoten, beta-karoten, ve 

beta-kriptoksantinin üriner sistem taş hastalığında koruyucu etkisi olduğu bildirilmiştir. 

Bunun yanı sıra taş hastalarında obezite ve diyabet gibi oksidatif stres ilişkili 

hastalıkların varlığı da taş hastalığı ve oksidatif stres ilişkisini doğrulamıştır.75  



	
   12	
  

 

Şekil 2. Reaktif oksijen türevlerinin taş hastalığı ve diğer oksidatif stres-kaynaklı 

hastalıklarla ilişkisi.74 

Serbest radikaller, eşlenmemiş elektron içeren atom veya moleküllerdir ve ROT 

olarak bilinirler. Normal şartlarda oluşumları kontrol altındadır. Çeşitli düzenleyici 

biyomoleküllerin proliferasyonu, aktivasyonu, inaktivasyonu gibi rollere sahiptirler ve 

sinyal iletide rol alırlar. 

Major ROT, superoksid anyon (O2
–●), nitrik oksit radikali (NO●), hidroksil 

radikali (OH●) ve hidrojen peroksit (H2O2) olarak bilinmektedir ve çok çeşitli yollarla 

oluşurlar. O2
–● , NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, lipoksijenaz, siklooksijenaz ve hem 

oksijenaz aracılı oluşur ve solunum zincirinin yan ürünlerinden biridir. Lipid radikalleri 

de O2
–● oluştrurur. NO●, L-arjininin endotelyal-NOS tarafından oksidasyonu ile oluşur, 

ancak endotelyal-NOS, O2
–● da oluşturur ve O2

–● ile NO birleştiğinde oldukça reaktif 

olan peroksinitrite ONOO– dönüşüm gerçekleşir (Şekil 3).23, 76 
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Şekil 3. Moleküler oksijenden türeyen reaktif oksijen türevleri.23, 76 

ROT, protein tirozin kinazlar ve fosfatazlar, serin/teorin kinazlar ve fosfatazlar, 

çeşitli fosfolipazlar gibi sinyal moleküllerini ve pek çok kalsiyum aracılı sinyalleri de 

düzenlemektedir. Ancak ROT aracılı sinyal yolları bunlarla sınırlı değildir. ROT, aynı 

zamanda c-fos, c-myc ve c-jun ve transkripsiyon faktörü AP-1 ve NF-kB gibi genleri de 

düzenler. Buna ek olarak, ROT apoptozun başlamasına ve sürdürülmesine de aracılık 

eder.  

ROT, bu şekilde sinyal yolaklarındaki etkilerini normal şartlarda üretildiğinde 

oluşturur ve sonra çeşitli antioksidanlar tarafından temizlenirler. Kısa ömürlüdürler ve 

gerekli olan dokularda oluşup etkilerini gösterirler ve bu durum sıkı kontrol altındadır. 

ROT ayrıca proteinlerde, lipidlerde ve nükleik asitlerde kimyasal modifikasyonlara ve 

bu moleküllerde hasarlara yol açabilirler; redoks-bağımlı sinyalleme yolu aracılığı ile 

renal ve kardiyovasküler sistemde değişikliklere yol açarlar. ROT üretimi kontrolden 

çıkarsa veya endojen antioksidan kapasite zayıflarsa oksidatif strese (OS) neden olur. 

OS ise inflamasyon ve hasara yol açar. Pek çok doku hücre içinde önemli bir antioksidan 

olan glutatyon ile OS’ye karşı koyar. 
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ROT üretiminde mitokondri ve NADPH oksidazın rolü bilinmektedir (Şekil 4). 

Nitekim antioksidanlar ve benzer şekilde NADPH oksidaz inhibitörleri kristallere bağlı 

hasar oluşumunu engellemiştir. Benzer şekilde antioksidanlar ve SR süpürücüler 

hücresel hasarı düzeltebilmektedir.76-78 NADPH oksidaz inhibitörlerinin, katalazın ve 

süperoksit dismutazın çeşitli hücre kültürlerinde kristal maruziyetini takiben artan 

hidrogen peroksit ve 8-izoprostan oluşumunu ve LDH salınımını baskıladığı 

gösterilmiştir.79 



	
   15	
  

 

 

Şekil 4. Taş oluşumunda NADPH oksidazın ROT ilişkisi. Renal hücrelerin yüksek 

miktarda oksalat, CaOx/CaP kristallerine maruziyet ve kristal depolanması ile birlikte 

artan mekanik stres renin up-regülasyonuna ve böylece anjiyotensin II oluşumuna neden 

olur. Non-fagositik NADPH oksidaz aktive olunca ROT üretilir ve bu olaya protein 

kinaz C aracılık eder. Bu aktivasyon p47phox’un fosforilasyonu ile Rac1 ve p47phox’un 

membrana translokasyonu aracılıdır. Ayrıca NF-κB, ve TGF-β gibi çeşitli 
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transkripsiyonel ve büyüme faktörleri de olaya aracılık eder. Sonrasında monosit 

kemoatraktan protein 1 (MCP-1) gibi kemoatraktanlar ve OPN gibi kristalizasyon 

modülatörleri artar. Makrofajlar renal interstisyuma kristal depozitlerinin etrafına infiltre 

olur. Fagositik NADPH oksidaz’ın aktivasyonu daha fazla ROT üretilmesine yol açar. 

İnflamasyon, fibrozis, kollagen depolanması, mineralizasyon gibi zincirleme ilerleyen 

bu olaylar, interstisyel CaP depozitlerinde artışa ve Randall plaklarının büyümesine 

neden olur. 

Taş hastalarının idrarlarında yüksek bulunan glutamil transpeptidaz, 

anjiyotensin-1 dönüştürücü enzim (ACE), galaktosidaz ve N-asetil-β-glukozaminidaz 

(NAG) tübüler hasarın bir göstergesi olarak kabul edilmektedir. Renal enzimler yanı sıra 

idrarda yüksek bulunan tiobarbitürik aside duyarlı maddeler (TBARS) de taş 

hastalarında ROT üretiminin arttığını ve renal oksidatif hasara neden olduğunu 

vurgulamaktadır. DNA hasarının göstergesi olan 8-hidroksideoksiguanozin (8-

hidroksiguanosin) düzeyleri de NAG düzeylerine benzer şekilde taş hastalarında hasarla 

orantılı olarak idrarda yüksek bulunmuştur. Araştırmalar taşın oluşumunun özellikle 

oksidatif hasara uğrayan hücrelerde başladığını vurgulamaktadır. Bu görüşe katılan pek 

çok çalışmada da antioksidan düzeyleri düşük olan hastalarda taş oluşumuna yatkınlık 

dikkat çekmiştir.23 

İn-vitro hücre kültürü çalışmalarında renal epitel hücrelerin CaOx monohidrat 

kristallerine maruziyeti hücrede spesifik genlerin transkripsiyon aktivatörlerinin, 

ekstraselüler matriks regülatörlerinin, büyüme faktörlerinin ekspresyonunda ve OPN, 

PG-E2, bikunin, heparan sulfat, osteonektin, fibronektin gibi pro- ve anti-inflamatuar 

moleküllerin oluşumunda artışa neden olmuştur. Bu moleküllerin pek çoğu, inflamasyon 

ve fibrozis oluşumunda yer almalarının yanı sıra biyomineralizasyonda da rol 

oynarlar.78, 80 
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2.5. Osteopontin 

Osteopontin asidik bir glikoproteindir. Arjinin-glisin-aspartik asit dizilimine sahiptir. 

Osteopontin, makrofaj kemoatraktanı gibi davranır. Osteoklastlar, bazı epitelyal 

hücreler, makrofajlar, T hücreleri, düz kas hücreleri ve bazı tümör hücreleri gibi çok 

çeşitli hücreler OPN’i yapısal veya indüklenebilir formlarda eksprese eder. OPN 

subkutan olarak sıçanlara uygulandığında makrofajlara bağlanarak monosit 

infiltrasyonunu indüklemiştir. Buna karşılık kemoatraktanların uyardığı makrofaj 

birikimi ise anti-OPN antikorları ile nötralize edilmiştir.81 

Osteopontin güçlü bir kemotaktik proteindir ve monosit/makrofajlar için adhezif 

özellik gösterir. Tübülointerstisyel ve glomerüler hasarda patolojik role sahiptir. İlginç 

olarak tübülointerstisyel hasar orta derecede ise OPN ekspresyonu da orta derecededir. 

Kronik hasar modellerinde az çalışma vardır ve sürekli OPN ekspresyonu kronik 

makrofaj akümülasyonuna ve kronik hasara yol açar.82 

OPN’in makrofaj akümülasyonunu uyarıcı etkisi onun adhesif ve kemoatraktan 

özellikleri ile ilişkilidir. OPN, α-, β3-integrinlere ve infiltre lökositlerde eksprese edilen 

ve hastalık sırasında böbrek hücreleri tarafından up-regüle edilen CD44 gibi pek çok 

liganda bağlanır. Nitekim anti-OPN antikor uygulaması renal OPN’de ve OPN ligandı 

olan CD44 ekspresyonunda inhibisyon yapmış; bu sonuçlar da OPN-CD44 etkileşiminin 

hem glomerüler hem de tübülointerstisyel hasarda lökosit adhezyonunu uyardığını 

düşündürmüştür.81 

2.6. Melatonin 

Melatonin, başlıca pineal bezden ve bunun yanında over, lens, kemik iliği hücreleri ile 

safra kanalı ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgılanan bir hormondur.83 

Melatonin, organizmada cinsel gelişimin kontrolü, immün yanıtın oluşturulması, 

yaşlanma, uyku ve ısı düzenlenmesi gibi pek çok fizyolojik olayda rol oynamaktadır. Bu 

fonksiyonlarının yanı sıra, son yıllarda melatoninin güçlü bir antioksidan olduğu ve 

serbest radikaller aracılığı ile meydana gelen oksidatif hasara karşı koruyucu etki 

gösterdiği bildirilmiştir.84 
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Melatoninin lipofilik yapıda olması, hücrenin bütün organellerine girebilmesine, 

hücre çekirdeğine ulaşmasına ve kan-beyin bariyerini geçmesine olanak tanımaktadır. 

Melatoninin hücre çekirdeğine girebilmesi, DNA’yı oksidatif hasardan koruması 

açısından önemlidir.85 

2.6.1. Melatonin sentezi 

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), pinealositler içine alınan triptofandan 

sentezlenir. Triptofan N-asetiltransferaz (NAT) enzimi ile önce serotonine dönüştürülür 

ve ardından diğer bir pineal enzim olan hidroksiindol-o-metiltransferaz aracılığıyla 

melatonine dönüşür. Bu sentez yolağının düzenlenmesi primer olarak gece saatlerinde 

gerçekleşmektedir, yani diğer bir deyişle karanlığa bağlıdır.  

İnsanda birçok biyokimyasal, fizyolojik ve davranışsal değişkende olduğu gibi 

plazmadaki melatonin düzeyleri de 24 saatlik periyod içinde düzenli iniş çıkışlar 

gösterir. Gece saat 20.00-23.00 arası yükselen melatonin düzeyi saat 01.00-05.00 arası 

doruk değerlere ulaşır ve gündüz düşer.  

2.6.2. Melatonin etki mekanizması 

Melatonin, suya göre lipid çözünürlüğünün yüksek olması nedeniyle hücrelere rahatça 

girebilmektedir. Bu nedenle etkileri sadece membrana yönelik değildir. Sulu ortamda 

kısmen çözünmesi de intrasellüler etkilerinin oluşmasına katkıda bulunur. 

Melatoninin antioksidan ve serbest radikal süpürücü etkisi, reseptör aracılı 

olmayan ve moleküler yapısı ile ilişkili etkilerdir. Melatonin hidroksil ve peroksil 

radikallerinin güçlü bir süpürücüsüdür. OH● radikalini nötralize edici etkisi glutatyondan 

5 kat ve ROO● inaktivasyonunda ise E vitamininden 2 kat fazla etkilidir. Melatonin 

ayrıca inflamatuar reaksiyonlar sırasında makrofajların aktivasyonu ile oluşan ve toksik 

bir oksijen türevi olan (HOCl)’e karşı da süpürücü etki göstermektedir.86 

Melatoninin serbest radikaller üzerinde dolaylı etkileri de vardır. Melatonin, 

hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O2
–● radikalini 

H2O2’ye kataliz eden SOD aktivitesini artırarak, oksidatif stres esnasında katalaz 
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aktivitesindeki azalmayı önleyerek ve NO oluşumundan sorumlu nitrik oksit sentaz 

(NOS) enzimini inhibe ederek, antioksidan etki göstermektedir.83, 87 

Antioksidan savunma sistemi ile ilişkili diğer bir enzim sitokrom P450 enzimidir. Bu 

enzim ksenobiyotik metabolizması aracılığı ile serbest radikal oluşumunu artırır. 

Melatoninin P450 aktivitesini azaltarak serbest radikal oluşumunu ve dolayısı ile 

oksidatif hasarı azalttığı gösterilmiştir.88 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Çalışma, Marmara Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 21.05.2015 

tarihli toplantısında 40.2015.mar karar no’lu onayı sonrasında yapıldı (Ek-1). Deney 

hayvanları, Marmara Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve Araştırma 

Merkezi’nden (DEHAMER) temin edildi. Yaklaşık 3 aylık erkek, 250-300 gr ağırlığında 

32 adet Wistar albino sıçan randomize edilerek eşit sayıda (n=8) dört gruba ayrıldı. 

Sıçanlar deney süresince 12’şer saatlik aydınlık-karanlık ışıklandırması olan, ısısı 20-

22°C ve nemi %45-50 olarak otomatik ayarlanan odalarda yaşatıldı. Bu süreçte tüm 

sıçanlar şeffaf kafeslerde tutuldu, standart sıçan yemi ile beslendi. 

Bu tez, Marmara Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Komisyonu tarafından 

SAG-C-TUP-080715-0319 nolu proje ile desteklendi. 

3.1. Çalışma Grupları 

Kontrol (taşıyıcı uygulanan grup) Grup: 8 hafta boyunca normal içme suyu ile 

beslendi ve 4. haftanın sonundan itibaren 4 hafta boyunca her gün intraperitoneal yoldan 

melatonin çözücüsü (%0.5 alkol içeren SF) uygulaması yapıldı. 

EG grubu: 8 hafta boyunca %0.75 EG içeren içme suyu verildi ve 4. haftanın sonundan 

itibaren 4 hafta boyunca intraperitoneal yoldan melatonin çözücüsü uygulaması yapıldı. 

EG + Melatonin ön uygulama grubu: 8 hafta boyunca %0.75 EG içeren içme suyu 

verilen hayvanlara EG ile eş zamanlı olarak 8 hafta boyunca 10 mg/kg dozunda 

melatonin ip uygulandı.  

EG + Melatonin tedavi grubu: 8 hafta boyunca %0.75 EG içeren içme suyu verilen 

hayvanlara 4. haftanın sonundan itibaren 4 hafta boyunca 10 mg/kg dozunda melatonin 

ip uygulandı.  

 Çalışma sonunda hayvanlar metabolik kafeslere alınarak 24 saatlik idrar 

örnekleri toplandı. Bu aşamadan sonra eter anestezisi altında intrakardiyak kan örnekleri 

alınan hayvanlar dekapite edildi ve böbrek dokuları alınarak histopatolojik ve 
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biyokimyasal olarak incelendi. İdrar örneklerinde 24 saatlik kalsiyum, oksalat, sitrat ve 

kreatinin tayinleri ticari kitler ile yapıldı (Şekil 5). 

 

 

Şekil 5. Metabolik kafeslerde 24 saatlik idrar toplanması. 
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3.2. Biyokimyasal İncelemeler 

3.2.1. GSH düzeyi tayini 

Glutatyon (GSH) düzeyleri Beutler ve ark’nın yöntemine göre tayin edildi.89 Örneklerin 

üzerine %15 metafosforik asit ilave edilerek ve 4000rpm’de 10 dakika santrifüj edilerek 

proteinler çöktürüldü. Üst faz %0.08 DTNB (ditiyo bisnitrobenzoik asit) ile oda 

sıcaklığında 5 dakika boyunca inkübe edildi. Oluşan rengin absorbansı 412nm’de 

okundu. Sonuçlar µg/gr doku olarak ifade edildi. 

3.2.2. SOD aktivitesi tayini 

Doku homojenatlarında süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Mylorie ve arkadaşlarının 

metoduna göre yapıldı.90 50 mM potasyum fosfat tamponu-EDTA, 0.2mM ribofilavin ve 

6mM o-dianisinide kullanılarak hazırlanan tampon ile floresan ışık ve 37oC de bekletilen 

örneklerde oluşan rengin absorbansı 460 nm’de okundu. Sonuçlar U/gr doku olarak 

ifade edildi. 

3.2.3. MDA düzeylerinin ölçümü 

Doku homojenatlarında lipid peroksidasyonu göstergesi olan malondialdehit (MDA) 

tayini için Beuge ve Aust’un metodu kullanılmıştır.91 0.5 ml homojenat üzerine %0.375 

g TBA ve %15’ lik TCA içeren çözelti ilave edildi. On beş dakika kaynar su banyosunda 

tutulduktan sonra soğutulan ve santrifüj edilen örneklerin verdiği rengin absorbansı 532 

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

3.2.4. Oksidatif DNA hasarı ölçümü 

Dokularda oksidatif DNA Hasarı, Oxi Select Oxidative DNA Damage Elisa Kit (STA-

320, Cell Biolabs) kullanılarak kit prosedürüne uygun olarak ölçüldü. Örneklerden DNA 

izolasyonu PureLink® Genomic DNA Mini Kit (K182001, Life Technology) 

kullanılarak prosedürüne uygun olarak yapıldı. Sonuçlar 8-hidroksideoksiguanosin (8-

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

Miyeloperoksidaz aktivitesi Hillegass ve ark’nın yöntemine göre yapıldı.92 Tayin için 

gerekli 50 mM K2HPO4 (pH: 6) çözeltisi, %0,5’lik HETAB (Hekzadesiltrimetil-

amonyum bromid), o-dianisidin-2 HCl, %2’lik Sodyum azid, 20mM H2O2 (Hidrojen 

Peroksit) çözeltileri hazırlandı. 

Doku homojenatları 10 dakika santrifüj edildi. Üst faz atıldı, çökeltiye 3 ml 

%0.5’ lik HETAB eklendi. Homojenize edildi, 3 kez donduruldu, çözündürülüp sonike 

edildikten sonra santrifüj edilerek üst faz ile çalışıldı. Üst faz aşağıdaki gibi çalışıldı; 

 Kör  Numune 

50 mM K2HPO4 2.9 ml 2.9 ml 

20 mM H2O2 0.2 ml 0.2 ml 

o-dianisin-2 HCl 0.2 ml 0.2 ml 

50 mM K2HPO4 0.3 ml -- 

Üst faz -- 0.3 ml 

 

Tabloda yer alan şekilde örnek tüpleri hazırlandıktan sonra 37°C’de inkube 

edildi ve daha sonra reaksiyon %2’lik sodyum azid ile durduruldu. 3000 devir/dakikada 

10 dakika santrifüj edildi. Üst faz alınarak oluşan rengin absorbansı spektrofotometrede 

460nm de okundu. MPO için hesaplanmış ekstinksiyon katsayısı 42M-1cm-1 kullanılarak 

sonuçlar U/mg protein dk cinsinden hesaplandı. 

3.2.6. Kaspaz-3 aktivite tayini 

Doku homojenatı (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, 0.1% CHAPS, 1 mM DTT, 100 mM 

EDTA, pH:7.4) eklenerek ultrasonik homojenizatör ile 15 saniye %70 amplitüd 

kullanılarak buz içerisinde patlatıldı. 14.000xg de 15 dakika santrifüj edilerek 

süpernatant alınarak kaspaz-3 ölçümü için kullanıldı. 

Kaspaz-3 aktivite düzeyleri ticari kitler kullanılarak tayin edildi. Ölçüm prensibi 

kaspaz-3 substratı olan N-Asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid’den (Ac-DEVD-pNA) 
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kromofor p-nitroanilinin (pNA) oluşmasının spektrofotometrik olarak ölçüm esasına 

dayandırıldı. Serbestleşen pNA’nın absorbansı ELISA okuyucusunda 405 nm’de 

okunarak bulundu.  

3.2.7. Western Blot yöntemiyle Kaspaz-3, iNOS ve MMP-9 protein ekspresyonları 

tayini 

Doku örnekleri Laemli örnek yükleme tamponu kullanılarak 1:1 oraninda karıştırıldıktan 

sonra 5 dakika boyunca 95oC’de kaynatıldı. %4-%12’lik SDS-PAGE jelleri hazırlanarak 

jellerin camlar arasında polimerleşmesi sağlandıktan sonra elektroforez tankına 

yerleştirildi. Her kuyucuğa 40 µg/ml oranında protein içeren numuneler yüklendi. 

Örnekler elektroforezde yürütüldükten sonra proteinler PVDF membran kullanılarak 

yarı kuru sistemle aktarım yapıldı. Membran 2 saat süre ile oda ısında %5’lik yağsız süt 

tozu ile bloklandı ve TBST çözeltisi ile yıkandı. 1:300 oranında primer antikor (MMP2 

sc-10736, MMP9 sc-10737, TNF-α  sc-1351, iNOS sc-651, B-actin sc-47778) ile 4oC’de 

gece boyu inkübe edildi. Membran TBST yıkaması sonrası HRP konjugatlı sekonder 

antikor ile 1:2000 oranında oda sıcaklığında inkübe edildi. İnkubasyon sonrasında kaset 

içerisine yerleştirilen membran üzerine kemilüminesans substrat içeren çözelti (sc-2048) 

kullanılarak bantların görüntüsü filme aktarıldı.  Bantların yoğunluğu image J programı 

kullanılarak analiz edildi. 

3.2.8. Osteopontin gen ekspresyon düzeylerinin SYBR Green ile qRT-RCR 
ölçülmesi 

qRT-PCR ile gen ekspresyon deneyleri SYBR Power SYBR® Green PCR Master Mix 

(ABI-4368577) kullanılarak prosedüre uygun olarak yapıldı. Öncelikle böbrek 

dokusundan RNA izole edildi, bu izolasyon için PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen, 

K1560-02) kullanılarak kit prosedüre uygun olarak yapıldı. İzole edilen RNA’dan cDNA 

sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar osteopontin gen düzeylerimin ölçülmesi için 

tasarlanan özel primerler kullanılarak qPCR yapıldı. 
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qRT-PCR reaksiyon içeriği: 

Osteopontin için seçilen primerler: 

Gen Primer Sekans 
OPN F-primer 

R-primer 
5’-TGAGTCTGGAAATAACTAATGTGTTT-3’ 
5’-GAACATAGACATAACCCTGAAGCTT-3’ 

GAPDH F-primer 
R-primer 

5’-GTGGATATTGTTGCCATC-3’ 
5’-ACTCATACAGCACCTCA-3’ 

Hesaplamalarda referans gen olarak GAPDH kullanıldı. qRT-PCR'nın tüm 

aşamalarında pozitif kontrol olarak miktarı ve CT (threshold cycle) değeri bilinen cDNA 

ve negatif kontrol olarak da distile su kullanıldı. 

Nükleik asitlerin amplifikasyonları qRT-PCR cihazı kullanılarak tabloda 

gösterilen döngülerin sıcaklık ve zamanlarına göre gerçekleştirildi. 

SYBR Green ile qRT-PCR şartları: 

1. Döngü 2. Döngü  40 X 3. Döngü 4. Döngü 5. Döngü 
94 0C 94 0C 60 0C 72 0C 94 0C 55 0C 4 0C 
5 dak 30 sn 30 sn 30 sn 1 dk 1 dk 30dk 

Step One Plus System Software kullanılarak yapıldı. Analiz için Applied 

Biosytem programı kullanıldı. Sonuçlar AU (Arbity Units) olarak elde edildi. 

2X SYBR Green Supermix 10 µl 
Forward Primer 1 µl 

Reverse Primer 1 µl 
Steril Su 6.6 µl 

cDNA (1:20 dilüe edilmiş) 1.4 µl 
Toplam Hacim 20 µl 

 
Örnekler özel mikro plaka kuyucuklarına yüklenerek ağızları sıkıca kapatıldı. 

Real Time-PCR cihazına yerleştirildi ve gerekli yazılımlar kullanılarak reaksiyon 
başlatıldı. 
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3.2.9. N-asetil-β-glukozaminidaz enzim aktivitesi ölçümü 

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

kullanılarak spektrofotometrik metotla ölçüldü.  

3.2.10. Histolojik incelemeler 

Doku örnekleri %10’luk formole alındıktan sonra yükselen alkol serilerinden geçirilerek 

(%70-90-96-100) dehidrate edildi. Sonrasında toluende şeffaflaştırılarak parafin içine 

gömülüp bloklandı. Bloklardan alınmış olan 5 mikrometre kalınlığındaki kesitlere 

Hematoksilen-Eosin boyası uygulandı ve tüm kesitler Olympus BX51 ışık mikroskobu 

ile incelendi. 

3.2.11. İstatistiksel analiz 

İstatistiksel analiz Graphpad Prism 5.0 (Graphpad Yazılım, San Diego, Ca, ABD) 

kullanılarak gerçekleştirildi. Tüm veriler ortalama ± ortalamanın standart sapması olarak 

ifade edildi. Biyokimyasal veri grupları Tukey çoklu karşılaştırma testleri ardından 

varyans analizi (ANOVA) ile karşılaştırılmış olup istatistiksel olarak p < 0.05 anlamlı 

kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. İdrar Analiz Sonuçları 

Deney sonunda tüm grupların 24 saatlik idrar numunelerinde ölçülen kalsiyum, oksalat, 

sitrat ve kreatinin düzeyleri Tablo 1.’de yer almaktadır. EG grubunda kalsiyum, sitrat ve 

kreatinin düzeyleri kontrol grubuna göre anlamlı olarak azalırken, oksalat düzeyleri ise 

anlamlı olarak arttı. Kalsiyum, melatonin ön tedavisi alan grupta (Mel+EG+Mel) kontrol 

değerlere yaklaştı. EG+Mel grubunda ise anlamlı bir artış olmadığı ve kontrole göre yine 

düşük kaldığı görüldü. 

EG grubunda kontrole göre artan oksalat düzeyleri Mel+EG+Mel grubunda 

anlamlı olarak düzeldi. Benzer şekilde EG grubunda anlamlı artış gösteren sitrat ve 

kreatinin düzeyleri de Mel+EG+Mel grubunda yine anlamlı olarak düştü.  

Tablo 1. 24 saatlik idrar örneklerinde kalsiyum, oksalat, sitrat ve kreatinin düzeyleri. 

(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 *** 4.77 ± 0.50 ++ 3.53 ± 0.57 

Kreatinin 9.43 ± 0.78 4.52 ±0.54 ** 8.25 ± 0.94 + 4.23 ± 0.90 **, & 

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

+p<0.05, ++ p<0.01: SF uygulanan EG grubuna göre. 

&p<0.05: Ön uygulamalı Melatonin (Mel+EG+Mel) grubuna göre. 
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İdrar örneklerine invert mikroskopide kalsiyum oksalat kristalleri incelendiğinde 

EG grubunda taş yoğunluğunun en fazla olduğu buna karşılık melatonin tedavili 

gruplarda taş yoğunluğunun azaldığı anlaşıldı (Şekil 6). Tedavi grupları içerisinde, 

profilaktik olarak uygulanan melatonin grubunun (Mel+EG+Mel grubunda), 4 hafta 

EG’den sonra uygulanan melatonin tedavili gruba göre daha az kristal gösterdiği 

belirlendi. 

 

 

Şekil 6. İdrar örneklerinde invert mikroskopi ile taşların görünümü. 
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4.2 Böbrek Dokusunda Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular 

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

Dokunun önemli bir antioksidanı olan redüklenmiş GSH ve önemli bir antioksidan 

enzim olan SOD düzeyleri, EG uygulaması sonucu tüketildi ve kontrol grubuna göre 

anlamlı olarak düşük bulundu (p<0.001). Bu antioksidanların düzeyleri EG ile eş 

zamanlı uygulanan melatonin tedavisi ile arttı (p<0.05). Ancak 4 haftalık EG 

uygulamasından sonra başlayan melatonin tedavisi ile artmasına rağmen kontrol grubuna 

göre yine düşük kaldı (p<0.01-0.001) (Tablo 2, Şekil 7). 

4.2.2. Malondialdehit (MDA) ve myeloperoksidaz (MPO) 

Dokuda oksidatif hasarın ve lipid peroksidasyonunun bir göstergesi olan MDA düzeyleri 

ve nötrofil infiltrasyonunun göstergesi olan MPO aktivitesi, EG grubunda anlamlı olarak 

(p<0.001) artarken her iki melatonin tedavisi ile anlamlı olarak azaldı (p<0.05-0.001) ve 

kontrol değerlere yaklaştı (Tablo 2, Şekil 8). 

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

Etilen glikol uygulaması ile oluşan oksidatif hasar, böbrek dokusunda apoptozu uyardı 

ve kaspaz-3 aktivitesi ve oksidan DNA hasarı (8-OHdG) anlamlı olarak arttı (p<0.001).  

Melatonin ön uygulaması bu artışları anlamlı olarak (p<0.01-0.001) baskıladı. Dört 

haftalık EG’den sonra uygulanan melatonin tedavisi de bu parametrelerde düşüşe neden 

oldu (p<0.05) ancak kontrol grubuna göre yine yüksek kaldı (p<0.05) (Tablo 2, Şekil 9). 
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Tablo 2. Böbrek doku örneklerinde malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), oksidatif 

DNA [8-hidroksi guanosin (8-OHdG)], miyeloperoksidaz (MPO), süperoksid dismutaz 

(SOD), ve kaspaz-3aktivitesi bulguları. 

 Kontrol EG Mel+EG+Mel EG+Mel 
GSH 

(µmol/g) 3.5 ± 0.3 1.6 ±0.2 *** 2.7 ± 0.3 + 2.1 ± 0.30 ** 

SOD 
(U/mg protein) 16.4 ± 1.4 7.6 ± 0.5 *** 12.21 ± 0.8 *, + 10.6 ±0.4 *** 

MDA 
(nmol/g) 5.6 ± 0.5 12.8 ± 1.0 *** 7.8 ± 0.9 ++ 8.6± 0.9 + 

MPO 
(U/mg protein) 1.8 ± 0.2 5.7 ±0.6  *** 2.5 ± 0.4 +++ 2.4 ± 0.3 +++ 

Kaspaz-3 
Aktivitesi 

(U/mg protein) 
9.6 ± 0.4 21.8 ± 2.3 *** 13.8 ± 0.7 ++ 15.7 ± 1.6 *, + 

8-OHdG 
(ng/mg DNA) 2.3 ±0.3 5.9 ±0.6 *** 3.2 ± 0.30 +++ 4.0 ± 0.2 *, + 

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

+p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001: SF  uygulanan EG grubuna göre. 
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Şekil 7. Böbrek doku örneklerinde glutatyon (GSH) düzeyleri ve süperoksid dismutaz 

(SOD) aktivitesi bulguları.  

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

+p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001: SF uygulanan EG grubuna göre. 
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Şekil 8. Böbrek doku örneklerinde malondialdehit (MDA) düzeyleri ve myeloperoksidaz 

(MPO) aktivitesi bulguları. *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: Kontrol grubuna göre 

+p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001: SF uygulanan EG grubuna göre. 
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Şekil 9. Böbrek doku örneklerinde kaspaz-3 aktivitesi ve oksidatif DNA hasarı (8-

OHdG) bulguları. 

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

+p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001: SF uygulanan EG grubuna göre. 
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4.2.4. iNOS protein ekspresyonu 

İnflamasyonla uyarılan NOS aktivitesi (iNOS) EG grubunda anlamlı olarak (p<0.001) 

yüksek bulunurken, melatoninin her iki protokolde de uygulanması iNOS’u azalttı (Şekil 

10). 

 

 

Şekil 10. Böbrek doku örneklerinde a) iNOS, b) Kaspaz-3 ve c) cleaved-Kaspaz 

aktivitesi ve oksidatif DNA hasarı (8-OHdG) bulguları.  

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

+p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001: SF uygulanan EG grubuna göre . 
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4.2.5. Matriks metalloproteinaz-9 ekspresyonu 

Etilen glikol uygulaması böbrek dokusunda hasarı gösteren MMP-9’un pro- ve aktif 

formlarını anlamlı olarak (p<0.001) arttırdı. Pro-MMP-9, melatonin tedavisi ile azalma 

gösterdi ancak kontrole yaklaşmadı, buna karşılık melatonin tedavileri aktif MMP-9’u 

gerek EG ile eş zamanlı uygulamada, gerekse 4 haftalık EG uygulamasından sonra 

uygulandığında anlamlı olarak (p<0.001) düşürdü (Şekil 11). 

 

 

Şekil 11. Böbrek doku örneklerinde MMP-9 protein ekspresyonu Western blot 

çalışması. a) Pro-MMP-9 ve b) Aktif MMP-9 bant yoğunlukları 

*** p<0.001: Kontrol grubuna göre. 

+++ p<0.001: SF uygulanan EG grubuna göre. 
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4.2.6. Osteopontin gen ekspresyonu sonuçları 

Dokuda osteopontin gen ekspresyonunun real time PCR sonuçları gruplar arasında 

karşılaştırıldığında EG grubunda ekspresyonun anlamlı olarak arttığı (p<0.001) 

proflaktik amaçla ön melatonin uygulaması yapılan grupta bu artışın tamamen 

baskılandığı, tedavi amaçlı uygulamada ise, EG + Mel grubunda anlamlı olarak 

azalmakla birlikte kontrole göre yüksek kaldığı gözlendi (Şekil 12). Şekil 13 ve 14’te 

qRT-PCR’da yapılan Osteopontin gen amplifikasyonunun ve melt curve analizi 

görüntülendi. 

 

 

 

Şekil 12. Böbrek doku örneklerinde osteopontin mRNA gen ekspresyonu.  

*** p<0.001: Kontrol grubuna göre. 

+++ p<0.001: SF uygulanan EG grubuna göre. 
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OST 

 

GAPDH 

 

Şekil 13: qRT-PCR’da yapılan Osteopontin gen amplifikasyonunun görüntüsü 
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OST       GAPDH 

Şekil 14. qRT-PCR’da yapılan osteopontin melt curve analizi görüntüsü 

 

4.2.7. Serumda ve dokuda N-asetil-β-glukozaminidaz enzim aktivitesi sonuçları 

Böbrek hasarının göstergesi olan NAG aktivitesi EG grubunda gerek serumda gerek 

böbrek dokusunda anlamlı olarak (p<0.001) arttı. Melatonin tedavisi gerek profilaktik 

gerek tedavi edici amaçlarla uygulandığı gruplarda NAG aktivitesi kontrol grubuna göre 

yüksek kalmasına rağmen (p<0.05-0.001) EG grubuna göre anlamlı azalmaya neden 

oldu (p<0.001, Şekil 15). 
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Şekil 15. a) Serumda ve b) böbrek dokusunda N-asetil-β-glukosaminidaz (NAG) 

aktivitesi bulguları.  

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

+++ p<0.001: SF uygulanan EG grubuna göre. 
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4.3. Histolojik Bulgular 

Kontrol grubunda tüm tübüller ve glomerüller düzgün morfoloji sergilemekteydi (Şekil 

16 a). Etilen glikol uygulaması ile tübüllerde bazal membran kalınlaşması tübül 

hücrelerinin bozulması ve lümene dağılması ile ağır bir dejenerasyon izlendi (Şekil 16 

b). Melatonin ön tedavisi grubunda bazal membranda kalınlaşma gerilerken tübül 

hücrelerinde yer yer dökülme gözlendi (Şekil 16 c). Etilen glikol uygulanan ve 

melatonin tedavisi verilen grupta ise tübül hücrelerindeki dökülmenin oldukça azaldığı 

izlendi (Şekil 16 d). 

 

 

Şekil 16 a. Kontrol grubu, düzgün tübüller (oklar) ve glomerül yapıları. 
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Şekil 16 b. Etilen glikol uygulaması, tübül hücrelerinin bozulup lümene dökülmesi 

(oklar) ve kalınlaşmış bazal membran (ok başları) 
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Şekil 16 c. Profilaktik melatonin uygulaması (Mel + EG + Mel grubu), bazal 

membranda gerilemiş kalınlaşma (ok başları) yanı sıra oldukça azalmış tübül içi 

dökülme (oklar) 
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Şekil 16 d. Tedavi edici melatonin uygulaması (EG + Mel grubu), bazal membranda 

kalınlaşma gerilemiş (ok başları), tübüller içindeki dökülme yer yer devam etmekte 

(oklar) 
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5. TARTIŞMA 

 

Üriner sistem taş hastalığı, idrarın süpersaturasyonu sonucu oluşan ve sık tekrar edici 

özelliği nedeniyle tedavi stratejilerinin optimize edilmesi gereken önemli bir ürolojik 

patolojidir. Taş oluşum mekanizmaları incelendiğinde inflamatuar süreçlerin rolü 

nedeniyle literatürde antiinflamatuar ajanların çeşitli deneysel modellerde denendiği 

görülmüştür. Bu çalışmada etilen glikol ile oluşturulan deneysel taş hastalığı modelinde 

antiinflamatuar ve antioksidan özellikleri kanıtlanmış olan melatoninin taş oluşumu 

üzerindeki ve böbrekteki koruyucu etkileri incelenmiştir. Çalışmamızın sonunda 

melatoninin, koruyucu amaçla ön uygulaması yapılan sıçanlarda idrarda oksalat, sitrat ve 

kreatinin düzeylerini kontrol grubu değerlerine yaklaştırdığı, böbrek dokusunda 

antioksidan kapasiteyi arttırarak dokuda gelişen inflamasyonu ve oksidatif hasarı 

azalttığı, biyokimyasal ve histolojik incelemelerle gösterilmiştir. 

Etilen glikol ile oluşturulan üriner sistem taş hastalığı modeli, hayvan 

çalışmalarında sıklıkla kullanılan bir modeldir. Bu amaçla %0.75’lik EG solüsyonu 

sıçanların içme suyuna katılır. EG, üriner oksalat ekskresyonunu arttırır aynı zamanda 

kalsiyum, magnezyum ve sitrat ekskresyonunu da eş zamanlı olarak azaltır ve sonuç 

olarak idrarda CaOx süpersaturasyonu gelişmektedir. Bu sayede indüklenen kronik 

hiperoksalüri, şiddetli kristalüriye ve sonuç olarak CaOx taşlarının oluşuma neden 

olmaktadır.93 Hücre kültürlerinde ve in-vivo deneysel çalışmalarda oksalat kristallerinin 

neden olduğu hasara lipid peroksidasyonunun eşlik ettiği gösterilmiştir. %0.75 etilen 

glikol uygulanan hayvanlarda 15, 30 ve 60. günlerde değerlendirilen renal hücre 

hasarında lipid peroksidlerin arttığı görülmüştür. Bu parametre hücre membran hasarının 

ve disfonksiyonunun önemli bir göstergesidir. Hücreler lipid peroksidasyonuna karşı 

antioksidan savunma sisteminin bileşenleri ile karşı koymaktadır ve bunlardan bazıları 

superoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi 

enzimatik veya glutatyon (GSH) gibi non-enzimatik antioksidanlardır.94 Bizim 

çalışmamızda da EG grubunda, böbrek dokusunda lipid peroksidasyon göstergesi olan 

MDA düzeylerinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttığı, melatoninin gerek ön 
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uygulama yapıldığı koruyucu amaçla uygulanan Mel + EG + Mel grubunda, gerekse 

melatoninin tedavi edici amaçla uygulandığı EG + Mel grubunda anlamlı olarak azaldığı 

görülmüştür. Melatoninin böbrekte lipid peroksidasyonunu azalttığına dair çalışmalar 

mevcuttur. Böbrekteki iskemi-reperfüzyon modelinde, sisplatin nefrotoksisitesinde, 

renovasküler hipertansiyonda ve kronik böbrek yetmezliğinde melatonin uygulamaları 

böbrek dokusunda MDA düzeylerini düşürmüş ve böbreği korumuştur.95-98 Lipid 

peroksidasyonu membran yapısını bozarak iyon transportunu ve membranın intrensek 

özelliklerini değiştirerek proksimal tübül hücrelerinde hasara yol açmaktadır. Reiter ve 

ark. melatoninin gerek radikal süpürücü etkisiyle gerekse de antioksidan etkisiyle GSH-

Px aktivitesini arttırarak GSH düzeylerini yükselttiği ve dokuyu oksidatif hasara karşı 

koruduğunu bildirmişlerdir.83 Glutatyon organizmanın en önemli antioksidan 

moleküllerinden biridir; serbest radikaller ile reaksiyona girerek hücreleri oksidatif 

hasara karşı korur. Buna karşılık ROT artışı ise glutatyon depolarının tükenmesine yol 

açarak dokuyu oksidatif hasara duyarlı hale getirir. Bizim çalışmamızda da EG, böbrek 

dokusunda GSH seviyelerini kontrol grubuna göre anlamlı olarak düşürmüştür. 

Melatonin uygulanan her 2 grupta ise GSH düzeyleri artarak oksidatif hasarı 

engellemiştir. Benzer şekilde antioksidan bir enzim olan SOD da taş oluşumuna bağlı 

olarak azalırken melatoninin bu enzimin aktivitesini arttırdığı gözlenmiştir. 

Thamiselvan ve ark.’ın 2002 de yaptığı bir çalışmada membran hasarının CaOx 

kristallerinin fiksasyonunu hızlandırdığını ve böylece böbrekte taşın büyümesine neden 

olduğunu ileri sürmüştür. Söz konusu çalışmada SOD, CAT, G-Px, gibi enzimlerin ve 

GSH, vitamin E, askorbik asit gibi serbest radikal süpürücülerinin düzeyleri düşük 

bulunmuştur. Oksalat bağlama aktivitesi ve CaOx kristallerinin birikimi, ATPaz 

aktivitesindeki düşüş ile daha belirgin hale gelmiştir. Ürolitik sıçanlarda Vit E, lipoik 

asit, methionin, glutatyon esterleri ile tedavilerin hücresel antioksidan düzeylerini 

normalize ederek lipid peroksidasyon reaksiyonlarını engellediği gösterilmiştir. 

Antioksidan tedavi sıçan böbreğinde CaOx presipitasyonunu engellemiş, aynı zamanda 

hiperoksalüriyi azaltmıştır.99 Öztürk ve arkadaşları da benzer şekilde %0.7’lik etilen 

glikol modelinde prepübertal sıçanlarda deneysel ÜSTH’de oksidan hasara SOD, katalaz 

ve GSH-Px aktivitelerinde azalmanın eşlik ettiğini ve buna karşılık L-arginin ile serbest 
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radikal oluşumunun, ÜSTH’nin ve sonuçta tübüler hasarın azaldığını göstermişlerdir.100 

Bizim çalışmamızda da, melatonin membran koruyucu etkisi sayesinde CaOx’ın 

böbrekteki birikimini azaltmış ve dokuyu korumuştur. 

Benzer şekilde insanda taş ve antioksidan tedavi ilişkisi Holock ve Tracy 

tarafından rapor edilmiştir. Sağlık ve beslenme ilişkisinin değerlendirilmesi çalışmaları 

içinde üriner sistem taşı olan hastalarda renal tübül hücrelerinde oksidatif hasarın rolü 

değerlendirilmiştir. Çalışma National Health and Nutrition Examination Survey 

(NHANES III) 1988-1994 yaş, cins, ırk, VKİ, diyabet, hipertansiyon gibi hastalığı olan 

gruplarda taşı olan ve olmayanların karşılaştırılmasıdır. Sonuçta böbrek taşı olan 

hastalarda alfa karoten ve beta karotenlerin düşük düzeylerinin bulunması, bu hastalarda 

antioksidan tedavinin taş oluşumunu önleyebileceği yorumunu sağlamıştır.75  

Myeloperoksidaz enzimi, nötrofil aktivasyonu sonunda salıverilerek serbest 

radikal üretimine yol açmaktadır. Bu nedenle dokuya nötrofil infiltrasyonunun ve 

inflamasyonun bir göstergesi olarak kabul edilir.101 Çeşitli böbrek hasarı modellerinde 

MPO artışının oksidatif hasara eşlik ettiği gösterilmiştir.95, 102-104 Buna karşılık 

melatoninin MPO aktivitesini baskıladığı da bilinmektedir. Reiter ve ark., 2000 yılında 

yazdıkları derlemede melatoninin antioksidan etkisinin nötrofil infiltrasyonunu azaltarak 

ve nötrofil aktivasyonunu engelleyerek etki gösterdiğini açıklamışlardır.87 Literatürde 

üriner sistem taş hastalığı modellerinde MPO aktivitesi ile ilgili çalışmalar kısıtlıdır. 

Mushtaq ve ark. CaOx taşları birikimi ile birlikte MPO aktivitesinin arttığını 

bildirmişlerdir.105 Bizim çalışmamızda da EG grubunda artan MPO aktivitesi, taş 

oluşumuna inflamasyonun eşlik ettiği bulgusunu desteklerken, melatonin uygulaması ile 

bu artış engellenmiştir. Benzer şekilde inflamasyonun diğer göstergelerinden biri olan 

inflamasyon ile uyarılan NOS aktivitesi de EG uygulanan grupta yüksek bulunmuş olup 

antiinflamatuar ajan olan melatonin uygulaması ile baskılanmıştır. 

Kalsiyum oksalat taşı oluşumu sürecinde renal tübüllerde hasar ve apoptoz 

görüldüğü in-vivo ve in-vitro çalışmalarda gösterilmiştir.106, 107 Taguchi ve arkadaşları 

2012’de %1 etilen glikol uygulanan sıçanlarda böbrekte kristal formasyonunu, hücre 

hasarını, apoptozis ve oksidatif hasarda artışı gösterirken bu sıçanlarda antioksidan 
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özelliği bilinen pioglitazon tedavisinin bu parametreleri geri çevirdiğini göstermişlerdir. 

İlgili çalışmada oksidatif hasar, N-asetil-β-glukozaminidaz, 8-hidroksiguanozin gibi 

parametrelerle desteklenmiştir. Araştırmacılar pioglitazonun kristal oluşumunu 

engelleyici etkilerine bu ajanın antioksidan ve antiinflamatuar etkilerinin aracılık ettiğini 

belirtmektedir.71 Bizim çalışmamızda da EG uygulaması ile oluşan 8-OHdG düzeyleri 

ile NAG ve kaspaz-3 aktivitelerinde gözlenen artış bu bulgular ile uyum göstermektedir. 

Melatonin tedavisi ise profilaktik Mel uygulaması yapılan grupta kaspaz aktivitesini ve 

8-OHdG düzeylerini kontrol grubu değerlerine yaklaştırırken tedavi edici Mel 

uygulaması ile anlamlı düşüş göstermesine rağmen kontrol değerlerine göre yüksek 

kalmıştır. Çalışmamızda dokuda izlenen önemli hasar parametrelerinde iki ayrı 

uygulamada gözlenen bu farklılık melatoninin profilaktik kullanımının önemini 

göstermektedir. Diğer taraftan melatoninin EG uygulamasına bağlı olarak gerek serumda 

gerek böbrek dokusunda tübüler hasar göstergesi olan NAG aktivitelerindeki artış her iki 

uygulama ile de baskılanmıştır. Çalışmamızda melatoninin gerek profilaktik gerek 

tedavi edici amaçla uygulanması ile elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde bazı 

parametrelerde her iki uygulama ile benzer etkili sonuçlar elde edilirken bazı 

parametreler ön uygulamanın, tedavi edici uygulamaya göre daha etkin şekilde koruma 

sağladığını göstermiştir. 

Hiperoksaluri ve CaOx kristal birikimi, böbrekte çeşitli morfolojik ve patolojik 

değişimlere neden olmakta ve idrar bileşimini değiştirmektedir.23 Bu değişimler, renal 

hücrelerin yüksek oksalat ve CaOx kristallerine karşı verdiği inflamatuar yanıt 

aracılığıyla olmaktadır. Bu inflamatuar yanıtta da OPN, inter-alfa inhibitör (Iα-I),  alfa-

1-mikroglobülin, kalgranulin, heparan sülfat ve matriks glaprotein-33 sayılmaktadır.108 

Taş oluşumunda mineralizasyon oluşum inhibitörlerinin vücutta üretiminin artması 

beklenebilir. Örneğin inflamasyon ve fibroziste rol oynayan OPN mineralizasyon 

inhibitörüdür ve kemoatraktandır. Osteopontin, öncelikle kristalleşmeyi inhibe etmek ve 

mineral oluşmuş ise inflamatuar hücreleri o bölgeye çekerek kristalleri elimine etmek 

için etkisini gösterir. Dolayısıyla OPN mineralizasyon inhibitörü olmasına rağmen 

inflamatuar döngü içindeki rolüyle böbrekte hasara yol açar. Çünkü inflamasyon, 
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fagositik NADPH oksidaz aktivasyonuna ve böylece ROT üretimine yol açarak olayı 

kısır döngüye sokar.23 

 Osteopontinin inflamasyon ve böbrek hasarı ile ilişkisi üriner sistem taş 

hastalığının yanı sıra diyabetik sıçanlarda ve cerrahi olarak oluşturulmuş kronik böbrek 

yetmezliği oluşturulan sıçanlarda çalışılmış ve OPN mRNA ve protein miktarlarında 

önemli ölçüde artış olduğu gözlenmiştir. Araştırmacılar, glomerüler ve tübüler OPN 

ekspresyonunun makrofaj birikimine ve progresif renal hasara eşlik ettiğini ve renal 

fonksiyon bozukluklarına neden olduğunu bildirmişlerdir.81 Bu patolojik durumlarda 

inflamasyonun artan anjiyotensine bağlı olduğu ve anjiyotensin reseptör-1 antagonistleri 

ve ACE inhibitörlerinin OPN ekspresyonunu ve inflamasyonu baskılayarak koruyucu 

etki gösterdiği bildirilmiştir.81 Bizim çalışmamızda da osteopontin mRNA ekspresyonu 

EG uygulanan grupta anlamlı olarak artmış olup, tedavi amacıyla uygulanan melatonin 

grubunda anlamlı azalma göstermekle birlikte ulaşılan bu değerler kontrol grubuna göre 

yüksek kalmıştır. Buna karşılık profilaktik melatonin uygulanan grupta ise OPN mRNA 

ekspresyonu kontrol grubu değerlerine yaklaşmıştır. Bu sonuçlar melatoninin 

antiinflamatuar ve antioksidan özelliklerini desteklemektedir. 

 Çeşitli böbrek hastalıklarının patogenezinde mezengial hücreler tarafından 

ekstraselüler matriks artışı söz konusudur. Glomerüllerde ekstraselüler matriks yıkımının 

başlıca düzenleyicileri matriks metalloproteinazlardır (MMP). Matriks 

metalloproteinazlar çinko bağımlı endoproteinazlardır. Matriks metalloproteinazlar, 

ekstraselüler matriks komponentlerinin yıkımından sorumlu olup yara iyileşmesi, 

anjiyogenez, hücre göçü, dokunun yeniden şekillenmesi gibi süreçlerde önemli rol 

oynamaktadır. MMP ekspresyonundaki değişimler ciddi patolojik durumlara sebep olur. 

Böbrekte ekstraselüler matriks proteinlerinin homeostatik döngüsündeki bozulma, 

glomerüler filtrasyonun bozulmasına yol açmakta ve glomeruloskleroz gibi progresif 

böbrek hastalıklarına yol açmaktadır. TNF-a, interlökin-1β (IL-1β) gibi proinflamatuar 

sitokinler tarafından indüklenen MMP ekspresyonundaki artış, olayın inflamasyon 

boyutunu göstermektedir. Jelatinaz olarak bilinen MMP-2 ve MMP-9’un 

ekspresyonlarındaki artış glomerüler mezangial hücrelerde inflamasyonun arttığının 
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göstergesidir. MMP-9’un artışının sitokinler tarafından indüklendiği kabul edilmiştir. 

Hücre kültürü çalışmalarında mezangial hücrelerde NO düzeylerindeki artışa 

proinflamatuar sitokinlerdeki artışın eşlik ettiği ve iNOS ekspresyonunun da arttığı 

bildirilmiştir.109 Tan ve ark. BALB/c türü farelerde oluşturdukları ünilateral üreteral 

obstrüksiyon modelinde renal MMP-9 ekspresyonunu incelemişlerdir. Bu farelere 

MMP-9 antikorları uygulandığında MMP-9 aktivitesinin baskılandığı ve makrofaj 

infiltrasyonunun, ekstraselüler matriks oluşumunun ve fibrozisin azaldığını 

bildirmişlerdir.110 

Araştırmalar, inflamatuar hücrelerin, MMP-2 ve MMP-9 gibi proteinolitik 

enzimler ürettiğini ve bu sayede ekstraselüler matriksin yıkımı ile kalsifikasyonun 

başladığını bildirmişlerdir. Khan ve ark. da bu bilgiler doğrultusunda MMP 

aktivitesindeki artışın CaOx taşları ile ilişkisini incelemişlerdir. MMP aktivitesi ile 

yüzey bütünlüğünün bozulması sonucunda matriks bağlantılı CaOx nükleasyonu 

başlamakta ve aynı zamanda yüzeyde bulunan kalsiyum fosfat kristallerinin CaOx 

kristallerine dönüşümü gerçekleşmektedir.111 Bu çalışma inflamasyon, MMP ve ÜSTH 

ilişkisini gösteren en güncel çalışmalardan biridir. Biz de çalışmamızda EG uygulaması 

ile böbrek dokusunda MMP-9’un pro- ve aktif formlarının ekspresyonunun anlamlı 

olarak arttığını gördük. Bu bulgu, yukarıda da belirtilen, çalışmamızın diğer inflamatuar 

parametreleri olan MPO, iNOS artışına eşlik etmektedir. Buna karşılık her iki farklı 

uygulamada da melatonin güçlü antiinflamatuar etkisi ile bu parametreleri baskılamıştır. 

Esposito ve ark. böbrekteki tübüler fonksiyonları düzenleyen spesifik melatonin 

reseptörlerindeki bozukluğun tekrarlayan kalsiyum taşları ile ilişkisini göstermişlerdir.112 

Ancak literatürde deneysel üriner sistem taş modellerinde melatonin uygulaması ile ilgili 

bir çalışma bulunmamaktadır. Bu nedenle çalışmamız bu konuda yapılmış ilk 

çalışmadır. 
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6. SONUÇLAR 

 

Deneysel ve klinik çalışmalar böbrek taşlarının oluşumunda oksidatif stresin ve 

inflamasyonun önemini vurgulayan sonuçlar vermiştir. İnflamasyon, taş oluşum 

sürecinin başlangıcında kristalizasyonun inhibisyonunu ve taş oluşumunun önlenmesini 

sağlamaktadır. Ancak inflamatuar ortamda artan ROT nedeniyle antioksidan kapasitenin 

zayıflaması ve idrarda gelişen süpersatürasyon, kristalizasyonu giderek arttırarak taş 

hastalığına yol açmaktadır. Buna karşılık antioksidanlar ile tedaviyle, ROT üretiminin ve 

CaOx kristal depolanmasının azaldığı kanıtlanmıştır. Ayrıca böbreğin antioksidanlar ile 

korunması ve antioksidan kapasitesinin artırılması, kronik böbrek yetmezliği gibi 

böbrekte taşa bağlı gelişebilecek hastalıklara karşı da koruyucu olacaktır. 

 Çalışmamız, güçlü bir antioksidan ve antiinflamatuar madde olan melatoninin 

özellikle profilaktik ve ayrıca tedavi edici amaçla uygulanması ile böbrek taşı 

oluşumunu azaltabileceğini ve taşa bağlı oluşacak hasarı engelleyebileceğini 

göstermiştir. Melatoninin düşük yan etki profili de göz önüne alındığında, taş hastalığı 

için riskli olan popülasyonlarda bu ajanın koruyucu amaçlı kullanımının alternatif bir 

yaklaşım oluşturması desteklenmelidir. 
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