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Mpyrtus communis (mersin) bitkisinin iiriner sistem tas hastahi@1 iizerine etkisinin
incelenmesi

Ogrencinin Adi: Oznur GULERTURK
Damismani: Prof. Dr. Goksel SENER
Anabilim Dah: Farmakoloji Anabilim Dal1

1. OZET
Amag: Uriner sistem tas hastaligi (USTH), bdbrek fonksiyon bozukluguna ve kalict

renal hasara yol acabilen Onemli bir iirolojik hastaliktir. Bu c¢aligmada, Myrtus
communis (MC) bitkisinin tag olusumunu engelleyici ve tasa bagli hasara karsi tedavi
edici etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Ucg aylik erkek, 250-300 g agirhiginda 32 adet Wistar albino sican
randomize edilerek kontrol, etilen glikol (EG), MC koruyucu tedavili ve MC tedavili
olmak tizere dort gruba (n=8) ayrilmistir. Tas hastaligi modeli i¢in sicanlara %0,75 EG
iceren igme suyu 8 hafta siire ile verilmistir. Calisma sonunda hayvanlar metabolik
kafeslere alinarak idrarda kalsiyum, oksalat, sitrat ve kreatinin tayinleri i¢in 24 saatlik
idrar Ornekleri toplanmistir. Bobrek dokularinda histolojik incelemeler ile osteopontin,
N-asetil-B-glukozaminidaz (NAG), myeloperoksidaz (MPO), kaspaz-3 aktivitesi,
oksidatif DNA hasar1 (8-OHdG) tayinleri yapilmistir.

Bulgular: 24 saatlik idrar orneklerinde EG grubunda kalsiyum, sitrat ve kreatinin
diizeyleri azalirken, oksalat diizeyleri artmis, tedavi gruplarinda ise kontrol seviyelerine
geri donmiistiir. Dokuda MPO, 8-OHdG, kaspaz-3 ve NAG aktivitesi anlamli olarak
artmis ve iki tedavi grubunda da bu degisiklikler geri ¢evrilmistir. Histolojik bulgular da
biyokimyasal bulgular1 desteklemistir.

Sonuc¢: Myrtus communis koruyucu veya tedavi edici ajan olarak kullanildiginda,
muhtemelen antioksidan Ozellikleri ile kristal formasyon ve agregasyonu nedeniyle
olusan kristaliiri ve bobrek hasarni onleyebilir. Boylece MC, oksidatif bobrek hiicre
hasar1 ve bobrek tast olusumunu 6nlemede klinik bir uygulama alanina sahip olabilir.
Anahtar Sozciikler: etilen glikol, bobrek hasari, myrtus communis, oksidatif DNA

hasari, kristaliiri.



Antiurolithiasis Activity of Myrtus communis extract against Ethylene Glycol
Induced Renal Calculi in Rat

Ogrencinin Adi: Oznur GULERTURK
Damismani: Prof. Dr. Goksel SENER
Anabilim Dah: Farmakoloji Anabilim Dal1

2. SUMMARY

Aim: Urinary system stone disease (USSD) is an important urological disease that can
lead to renal dysfunction and permanent renal damage. In this study, we evaluated the
preventive and curative effects of Myrtus communis (MC) extract on USSD in rats.
Materials and metods: Thirty-two Wistar albino rats of 3 months-old were randomized
and divided into 4 groups (n=8); control (C), ethylene glycol (EG), EG+preventive MC,
EG+curative MC extract groups. USSD was induced by adding 0.75% EG to drinking
water of rats for 8§ weeks. At the end of the experiment, 24-hour urine was collected to
analyze calcium, citrate, and creatinine levels. In kidney tissues, histological analyses
and osteopontin, N-acetyl-p-glucosaminidase (NAG), myeloperoxidase (MPO), caspase-
3 activity, oxidative DNA damage (8-OHdG) levels were measured.

Results: In 24-hour urine samples, calcium, citrate and creatinine levels were decreased
in the EG group, while oxalate levels increased and in the treatment groups these
parameters returned to control levels. MPO, 8-OHdG, caspase-3 and NAG activity were
significantly increased in tissue and these changes were reversed in both treatment
groups. Histological findings also supported biochemical findings.

Conclusion: Myrtus communis can prevent crystalluria and kidney damage due to
crystal formation and aggregation, when used as either a preventive or therapeutic agent
probably through antioxidant properties. Thus, MC might have clinical implications in
preventing oxidative renal cell injury and ultimately kidney stone formation.

Key words: Ethylene glycol, kidney damage, myrtus communis, oxidative DNA

damage, crystalluria.



3. GIRIS VE AMAC

Uriner sistem tas hastalig1 (USTH) (Resim 1), bébrek fonksiyon bozukluguna ve kalict
renal hasara yol agabilen 6nemli bir iirolojik hastaliktir. Uriner sistem tas hastaliginin,
sik goriilmesi ve tedavi edildikten sonra niiks etmesinden dolay1 tag olusumunu 6nleyici
ve tedavi edici mekanizmalar lizerinde yapilan ¢alismalar her gegen giin daha da 6nem
kazanmaktadir. Multifaktor etiyolojisi ve yliksek niiks oranlari nedeniyle USTH, tibbi
bir zorluk olusturmaktadir (Aggarwal ve ark., 2013).

Bobrek Tasi

B

Resim 1. Uriner sistemde olusan taslar

(https://www.hastane.cosm.tr/saglik/bobrek-tasi-tanisini-koymada-neler-yapilabilir.html)

Cesitli aragtirmalar, ABD’de son 3 yilda nefrolitiazis prevalansinin iki katina ¢iktigini ve
nefrolitiazis tedavisi i¢in 5 milyar dolar1 asan yillik harcama tutarinin oldugunu
gostermistir. Bu durum ekonomik ve sosyal agidan goz ardi edilemeyecek bir yiiktiir
(Shadman ve Bastani, 2017). The National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES) tarafindan 1994 yilinda yapilan anketlerin analiz sonucu, 20-74 yaslarindaki
yetiskinlerde bobrek tasi goriilme orani1 1976-1980'de %3,2'den 1988-1994'te %5,2'ye
yiikseldigini gostermistir. 2007-2010 anketinin giincel bir analizi, prevalansin %38,8'e



ylikseldigini ortaya koymustur. Analize gore erkeklerde bobrek taslart goriilme sikligi
%10,6 iken, kadinlarda %7,1 olarak rapor etmislerdir. Artan yas grubu ile goriilme
sikhigmin arttigi gozlenmistir. Ornegin, 20 ila 29 yaslar1 arasindaki yetiskinlerde
prevalans hem erkek hem de kadinlar i¢in %3,1 iken, 60-69 yaslar1 arasindaki erkeklerde
%19,1, kadinlarda ise %9,4 oldugu goriilmiistiir (Ziemba ve Matlaga, 2017). Van Batvia
ve Tasian tarafindan yapilan bir aragtirmaya gore, ABD'de son 20 yilda pediatrik
nefrolitiazis insidansi yillik %6 ile %10'luk bir artig gostermistir. Baska bir ¢alisma, en
biiyiik artisin 15 ile 19 yas arasindaki genglerde kaydedildigini ve 1997'den 2012'ye
kadar her 5 yilda bir %26'lik bir artisla devam ettigi sonucuna varmistir (Miah ve
Kamat, 2017).

Uriner sistem taglarinin olusumu yas, cinsiyet ve kalitim gibi i¢ faktdrlere ve cografya,
iklim, diyet, mineral bilesimi ve su alimi1 gibi dis faktorleri iceren karmasik ve ¢ok yonlii
bir siirectir. Bobrek tasi olusumunun olast nedenlerinin bir 6zeti Tablo 1’de

gosterilmistir (Alelign T, Petros B, 2018).

Tablo 1. Bobrek tasi olusumu ile ilgili risk faktorleri

e  Yasam tarzi aligkanliklart ve diyet/beslenme faktorleri: Asirt miktarda hayvansal protein, tuz

alimi ve sitrat, lif, alkali gidalar gibi selatlama ajanlarmnin eksikligi
e  Metabolik bozukluklar: Hiperkalsiiiri, hipositratiiri, hiperoksaliiri, hiperiirikosiiri ve gut dykiisii
e  Hiperkalsemik bozukluklar: Primer hiperparatiroidizm ve diger Ca metabolizmast bozukluklari
e  Diisiik idrar hacmi: Yetersiz su alimi (dehidrasyon)
e  Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlari
e Genetik yatkinlik/kalitimsal bozukluklar: Ailede bobrek tast dykiisii, bobrek tiibiiler asidozu
e Anatomik anormallikler: Ureteropelvik eklem darhig1, polikistik bobrek hastaligi gibi
e  Hipertansiyon, obezite
o iklim degisikligi (kiiresel 1stnma), meslek, cografi kosullar ve mevsimsel degisiklikler
e Inflamatuar barsak hastaliklari ve bagirsakta emilim bozuklugu ile ilgili diger hastaliklar
e Litojenik ilaglar: Indinavir, siilfonamidler, diisiik ¢oziiniirliige sahip olan iirikoziirik ajanlar,

seftriakson (uzun vadede yiiksek doz)

(Alelign ve Petros, 2018).



Uriner sistem tas hastalig1 semptomlarinin baslangici, tas gecisinin neden oldugu siddetli
agr1 ile karakterize renal koliktir. Agri, tasin bobrek pelvisinden iiretere hareket etmesi
ile tetiklenir ve bu ilerleme iireter spazm1 ve muhtemelen tikanmaya sebep olabilir. Tas,
iiretere dogru hareket ederken agr1 yan alanlarda baglar, asagiya ve genital bolgenin
anterioruna dogru ilerler. Agr1, pozisyon degisikligi ile birlikte genellikle siddetlenir ve
buna bulant1 ve kusma eslik edebilir. Hematiiri, daima mevcuttur, ancak bazi durumlarda
mikroskobik olarak gozlenir. Tas, iireter ile mesanenin birlesiminde ise idrar siklig1 artar
ve aciliyet hissi yaratabilir. Tas, lireterden mesaneye hareket edip gegtiginde ise tiim

semptomlar hafifler (Worcester ve Coe, 2008).

Cap1 5 mm'den kii¢iik olan bobrek taslari, idrar yolundan yiiksek oranda gegme sansina
sahipken, 5-7 mm'lik olanlar %50 oraninda ge¢gme sansina sahiptir. 7 mm'den biiyiik
olanlar ise genellikle iirolojik miidahale gerektirir. Taglarin yaklasik %90 idrar
yolundan basaril bir sekilde gegerken, geriye kalan taslarin genellikle lireteroskopi veya
perkiitan nefrolitotomi yontemleri ile cerrahi olarak ¢ikarilmasi veya noninvaziv teknik

olan sok dalgasi litotripsi ile par¢alanmasi gerekir (Andrew, 2010).

Uriner sistem tas hastaliginda, taslarin yaklasik %75' esas olarak kalsiyum oksalattir
(CaOx), %10-20'si magnezyum amonyum fosfattan (struvit veya ii¢lii fosfat); %5’1
iirattan ve %1-2's1 sistinden olusur (Sekil 2). CaOx taslarinin %50’ sinden fazlas1 ise eser
miktarda veya daha fazla miktarda kalsiyum hidroksil fosfattan (brusit veya kalsiyum
hidroksiapatit) olusur (Aggarwal ve ark., 2013). Bobrek taslarinin analizi tas
olusumunun tedavisi ve niiksiinlin 6nlenmesi igin gelistirilecek stratejileri formiile etmek
amaciyla nefrolitiazis iizerine yapilan arastirmalarin onemli bir konusudur. Bobrek
taglarinin analizi i¢in kullanilan giincel teknikler sunlardir: kimyasal analiz,
termogravimetri, polarizasyon mikroskobu, taramali elektron mikroskobu, toz X 1sin1

kirinimi ve spektroskopi (Singh ve Rai, 2014).
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Kalsiyum oksalat taglari; Kalsiyum oksalat monohidrat (COM) ve Kalsiyum oksalat
dihidrat (COD) kristallerinden yapilmistir. COM termodinamik olarak en stabil form
olup, COD'tan daha sik goriiliir (klinik olarak 2: 1 oraninda). Tas olusumu CaOx ve
kalsiyum fosfat (CaP)’in, kristal biiylimesi ve niikleasyon kristal agregasyonu, kristal
retansiyonu ve adezyonu ile kristal formasyonuna giden bir dizi siiregten meydana gelir
(Basavaraj ve ark., 2011). Bu slirecler uyaric1 ve/veya baskilayici etkileri olan kimyasal
ve cevresel faktorlerin ilavesi ile devam eder. Baskilayici faktorlere alkali pH, sitrat,
pirofosfat, magnezyum ve glikoproteinler (osteopontin, Tamm-Horsfall proteini, tiriner
protrombin fragmenti 1, gilkozaminoglikanlar, nefrokalsin gibi) 6rnek olarak verilebilir
(Narter ve Sarica, 2013).

Etilen glikol (EG) uygulamasi sik kullanilan bir nefrolitiazis modelidir: Etilen glikol
hem idrar hem de bobreklerdeki COM kristallerine yol agan glikolat, glioksilat ve
oksalata metabolize olur (McMartin, 2009). Bu modeli olusturmak amaci ile sicanlara

%0,75°1ik EG soliisyonunu igeren igcme suyu verilir. Etilen glikoliin tek basina verilmesi



ile olusan kronik hiperoksaliiri, siddetli kristaliiriye yol acarak hayvanda CaOx
nefrolitiazisini gelistirir. Bu olusum sirasinda kalsifikasyonu inhibe eden veya
destekleyen osteopontin (OPN), bikunin ve Tamm-Horsfall proteini (THP) gibi ¢esitli
makromolekiillerin de arttig1 bildirilmistir (Bilbault ve Haymann, 2016; Cakir ve ark.,
2014).

Myrtus communis bitkisi, geleneksel olarak antiseptik, dezenfektan ve hipoglisemik ajan
olarak kullanilir. Tiirkiye'de mersin yapraklar1 ve meyveleri kdylerde antiseptik bir ilag
olarak kullanilmaktadir (Aleksic ve Knezevic, 2014). Benzer sekilde, italyan halk
tibbinda, bu bitkinin meyveleri ishal ve dizanteri de dahil olmak {izere bir¢ok bulasict
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Gortzi ve ark., 2008). Yapraklarin, kandidiaz
tedavisinde antiseptik ve antienflamatuvar ajan olarak kullaniminin yani sira gargara
olarak da kullanim1 mevcuttur. Mersin yapraklarindan elde edilen esansiyel yag, akciger
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir. Genel olarak, halk tibbinda, yaprak ve
meyvelerin kaynatilmasi, mide agrilari, hipoglisemi, Oksiiriik, kabizlik, istahsizlikta
sistemik olarak, yara iyilesmesi icin ise lokal olarak kullanilir (Aleksic ve Knezevic,
2014; Tuzlaci, 2006).

Hadjzadeh ve ark. 2007 yilinda Nigella Sativa (¢corek otu) ekstresinin, renal tiibiillerin
farkli boliimlerinde CaOx taslarin sayisini ve biiyiikliigiinii azalttigin1 ve bu ekstrenin
tas olusumuna kars1 6zellikle koruyucu etkilerinin oldugunu gostermislerdir (Hadjzadeh
ve ark., 2007). Zhang ve ark. 2014 yilinda Urtica dioica (1sirgan) ekstresinin, CaOx
bobrek taslarini eriterek ¢ozdiiglinli, CaOx tas olusumu da dahil olmak iizere idrar ve
renal parametreler tlizerinde doza bagh bir iyilestirici etki gosterdigini ortaya
koymuslardir (Zhang ve ark., 2014).

Yapilan bu ¢aligmalar, halk tarafindan geleneksel olarak kullanilan bu bitkilerin bobrek
ve idrar yolu rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilabilecegini desteklemektedir. Daha
once yapilan ¢alismalarda halk arasinda antidiyareik, istah agici, vazokonstriktor, idrar
soktiiriicii, antihiperglisemik, antibakteriyel olarak kullanilan Myrtaceae tiirlerinden biri
olan Myrtus communis bitkisinin bu ¢aligmada iiriner sistem tas hastalig1 iizerine etkisi

detayli olarak inceleyip aydinlatilarak literatiire katki yapilmas1 amaglanmaktadir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Tas Olusum Mekanizmalari

Insan serum oksalat konsantrasyonu 1 ila 5 mikron arasinda degismekle birlikte,
bobrekteki su emilimi nedeniyle, idrardaki oksalat konsantrasyonu 100 kat daha
yiiksektir. Fizyolojik bir pH'ta oksalat, kalsiyum ile ¢oziinmez bir tuz olusturur. Sulu bir
cozelti i¢inde kalsiyum oksalatin ¢oziiniirligii pH = 7,0'da yaklasik 5 mg/l1 ile sinirhdir,
Giinliik idrar hacminin 1 ile 2 1/giin arasinda degistigi ve idrar oksalat atiliminin 40
mg/giin'den az oldugu varsayilirsa, idrar genellikle kalsiyum oksalat ile siipersatiiredir.
Bununla birlikte, normal kosullar altinda kan, kalsiyum oksalat bakimindan daha az
doygundur. Bazi durumlarda (primer hiperoksaliiri ve bobrek yetmezligi olan hastalar
gibi), serum oksalat konsantrasyonu 30 pM'in iizerine ¢ikti§1 zaman, kan kalsiyum
oksalat ile siipersatiire olur. Plazmada, oksalatin proteine baglanma orani diisiik oldugu

icin bobrekler tarafindan serbestge siiziiliir (Dardamanis, 2013).

Tas olusumu kristalizasyon ile baslayan, kristal biiylimesi, agregasyon, retansiyon ve
adezyon ile kristal formasyonuna giden bir dizi siire¢ (Sekil 1) sonucu meydana gelir.
Bu siiregler uyarict ve/veya baskilayici etkileri olan kimyasal ve cevresel faktorlerin
ilavesi ile devam eder. Baskilayici faktorlere alkali pH, sitrat, pirofosfat, magnezyum ve
glikoproteinler (osteopontin, Tamm-Horsfall proteini, iiriner protrombin fragmenti 1,

gilkozaminoglikanlar, nefrokalsin gibi) 6rnek olarak verilebilir (Narter ve Sarica, 2013).
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Sekil 1. Tas olusumunda rol oynayan ardisik mekanizmalar

(Narter ve Sarica, 2013).

4.1.1. Siipersatiirasyon

Bobrek tasi olusum mekanizmasi, iki zit giicli iceren, karmasik bir fiziksel ve kimyasal
siiregten kaynaklanir. Bunlardan biri tag olusumu igin itici gili¢ saglayan iiriner
siipersatiirasyondur. Digeri ise tas olusumuna karsi koruyan idrar inhibitorleri ve diger
¢oziiniir molekiillerdir. Siipersatiirasyon, ¢oziinmiis tuzun kat1 faza gecisini saglayan, faz
degisimi i¢in itici bir giictiir. Siipersaturasyon, tas olusturan tuz konsantrasyonunun,

cozelti i¢indeki ¢oziiniirligiinii astig1 anlamina gelir (Gnessin ve ark., 2010).

Siipersatlirasyonun temel mekanizmasi tim taglar icin ortaktir. Ancak yine de tas

olusumu i¢in gerekli olan ¢ézlinme diizeyi hem tasin tiiriine gore degisir hem de kisiden



kisiye farkliliklar gosterir. Tekrarlayan tas hastalii, ¢oziinen miktarinin diisiik oldugu

durumlarda bile spontan tas olusumu i¢in yatkinlig1 artirir (Narter ve Sarica, 2013).
4.1.2. Niikleasyon ve kristal formasyon

Tas olusumu oncesinde doymus idrarda kristaller olusur ve coker. Bu siirecin ilk
basamagi yani niikleasyondur. Niikleasyon, kristal olusumu i¢in en kii¢liik birimin

kurulmasidir.

Niikleasyon, stabil solid faza sahip olan ve daha biiytiik kristallere kendiliginden biiyiime
yetenegi gdsteren ¢okeltinin ilk partikiillerinin olusumudur. ki ¢ekirdeklenme sekli
vardir: homojen ¢ekirdeklenme ve heterojen c¢ekirdeklenme. Kristal ¢ekirdekler,
sistemde bulunan solid partikiiller tarafindan (heterojen niikleasyon) veya siipersatiire
soliisyonda spontan olarak (homojen niikleasyon) olusturulabilir (Narter ve Sarica, 2013;
Gnessin ve ark., 2010).

Saf bir ¢ozeltide, siipersaturasyon formasyon {iriiniiniin iizerine yiikseldiginde ¢ekirdek
olusur. Bu niikleasyon siirecine homojen cekirdeklenme denir ve genellikle yiiksek
siipersaturasyonda gerceklesir. Insan idrarinda cok ¢esitli kimyasal yapilar bulundugu
icin kristal ¢ekirdegi, hiicresel atiklar, idrarda var olan diger kristaller ve idrarin diger
bilesenleri tlizerinde sekillenme egilimindedir. Niikleasyonun bu formu heterojen
cekirdeklenme olarak adlandirilir ve daha diisiik bir siipersatiirasyon seviyesinde
gerceklesir (Hadjzadeh ve ark., 2007). Heterojen niikleasyon, hiicresel atiklar, eritrositler
ve silendirler gibi yabanci ylizeylerin varlifinda daha diisiik siipersatiirasyon

seviyelerinde olusur (Narter ve Sarica, 2013).
4.1.3. Kristal agregasyonu

Niikleasyon olustugunda, idrar ¢okelen tuzlar bakimindan siipersatiire kaldig: siirece,
kristal gelisimi devam eder (Narter ve Sarica, 2013). Tas kristalleri, birlestirme veya
aglomerasyon olarak bilinen bir islem vasitasiyla birbirine baglanir. Giiglii kimyasal ve
elektriksel kuvvetler toplama siirecini tesvik eder. Tek bir kristal toplayici kanallarda
tutulamayacagindan ancak kristaller birbirine yapistiginda kiimelenme baslar ve bu
kiime icinde iken kristaller birbirinden ayrisamazlar. Dolayisiyla kristal birikimi tas

olusumunda 6nemli bir basamaktir (Gnessin ve ark., 2010).
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Bu islemde ¢ozeltideki kristaller birbirine yapisir ve daha biiyiik bir pargacik olusturur.
Parcaciklarin ¢ozelti i¢inde toplanmasi, bazilar1 kiimelenme etkileri olan ve bazilari
ayristirma etkileri olan bir kuvvet dengesi ile belirlenir. Kiiciik parcaciklar aras1 mesafe,
cekici giicli arttirir ve pargacik kiimelesmesini destekler. Ek olarak, Tamm-Horsfall
glikoprotein ve diger molekiiller yapiskan olarak hareket edebilir ve viskoz baglanmay1
arttirabilir. Agregasyonu engelleyen ana kuvvet, Zeta potansiyeli olarak bilinen itici
elektrostatik yiizey yiikiidiir. Tas olusumunun ¢esitli asamalarinda, kristal agregasyonu
niikleasyon ve biiylimeden daha 6nemli bir faktordiir, ¢linkii agregasyon saniyeler i¢cinde

gerceklesir (Basavaraj ve ark., 2011).
4.1.4. Kristal retansiyonu

Tiim bireylerde distal renal tiibiiliis kalsiyum ve oksalat icerigi agisindan siipersatiiredir.
Niikleasyon ve kristalizasyona ragmen kristaliiri az sayida insanda tas olusturur (Narter

ve Sarica, 2010).

Kristal retansiyonu, kristallerin renal tiibiillerde sikisabilecek kadar biiyiimesi veya
atilmadan Once liroyelyuma yapismasi sonucu ortaya ¢ikar (Chung, 2014). Toplama
kanalindan mesaneye geg¢is siiresinin yaklasik 5 ila 7 dakika oldugu tahmin edildigi i¢in,
klinik olarak 6nemli bir boyutta tas olusumu i¢in kristal retansiyonu gereklidir. Kristal
retansiyonu agiklamak i¢in iki mekanizma Onerilmistir: serbest pargacik hipotezi ve sabit

parcacik hipotezi (Gnessin ve ark., 2010).

Serbest partikiil teorisi, niikleasyon ve kristal olusumunun tiibiiler sivi siipersatiire
oldugunda liimende gergeklestigini one siirmektedir (Narter ve Sarica, 2010). Kristaller
renal tiibiiller igerisinde hareket ettikge, hizli agregasyon ile liimeni tikayarak papiller

toplama kanalida tutulacak kadar biiyiik bir kristal olusturur (Gnessin ve ark., 2010).

Sabit partikiil teorisinde, kristaller ile renal tiibiiler epitel hiicreleri arasinda bir etkilesim
oldugu ileri siiriilmektedir. Bu hiicrelerde bulunan osteopontin ve hyaluronan gibi bazi
baglayic1 molekiillerin tas olusumunda énemli rolii oldugu ileri siiriilmiistiir. Ozellikle
kalsiyum oksalat taglarinda hiperoksaliirinin renal epitelyal hiicrelerde hasara sebep
oldugu ve bu molekiillerin miktarin1 degistirerek sonucta da kristal retansiyonuna
katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (Narter ve Sarica, 2013). Tas olusumu ve epitel

hasar arasindaki iligki Resim 3’te gosterilmistir.
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Resim 3. Tas olusum mekanizmalar1

4.1.5. Randal plaklar:

Idrar ile disar1 atilmamis olan cekirdeklenmis kristaller tas olusturabilir. Bu nedenle
kristal retansiyonu 6nemli bir faktordiir. CaOx taslar1 1937 de ilk kez Randal tarafindan
tanimlanmistir ve Randal’in plaklar1 olarak bilinmektedir. Kristal tutulumunun en eski
kanit1 olan bu ¢alismada Randall renal papillada subepitelyal kalsiyum kristallerinin
birikimi sonucu olusan taglari teknik yetersizliklerden dolay1 el biiyiitegleri ile
makroskopik olarak gézlemlemistir. Randall, yaptig1 calismada kalsifik tortularin hasarl
renal epitelyal bazal membranlarda olustugunu ve daha sonra idrar toplama sistemine
girdigini belirtti (Randal, 1940; Chung, 2014). Stoller ve ark., yiiksek ¢oziiniirliiklii
radyografi kullanilarak, goriintiilenen kadavra bdbreklerinin  %57'sinde papiller
kalsifikasyon gostermiglerdir. Ayrica hipertansiyon Oykiisii ile papiller kalsifikasyon
arasinda bir iliski oldugunu da gdstermislerdir. Papiller kalsifikasyonlar ve idrar tasi

olusumu arasindaki iliskiyi daha fazla arastirmak icin hastalarda Randall plaklarinin
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varlig1, paterni ve dagilimi endoskopik olarak gdosterilmistir. Bu calismada, ¢ikarilan
taglarin birincil bilesimi ile plaklarin goriilme sikligim1 ortaya koyulmustur. Ayrica,
papiller plak insidansinin kalsiyum oksalat (%88) ve kalsiyum fosfat taslar1 (%100) olan
hastalarda, iiriner tas hastalig1 Oykiisii olmayanlara (%43) gore anlamli olarak daha
yaygin oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular papiller plak varliginin kalsiyum
nefrolitiazis ile iligkili oldugunu ve kalsiyum idrar taslarinin patogenezinin

aydinlatilmasinda yararli olacagini gdstermektedir (Stoller ve ark., 1996).

Abrol ve Kekre 2014 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, idiyopatik kalsiyum oksalat tasi
patogenezinde tanimlanan faktorlere benzer sekilde randal plaklarinin patogenizinin ¢ok
faktorlii oldugunu belirtmislerdir. Randal plaklarinin patogenezinde genetik etkiler, idrar
minerallerinin ~ silipersatiirasyonu, oksidatif stres, interstisyel organik molekiiller
(kollajen, glikozaminoglikanlar), mineralizasyon modiilatorleri (osteopontin, THP,
fetuin), kristal kaynakli inflamasyon gibi birgok faktor oldugu gosterilmistir (Abrol ve
Kekre, 2014).

4.2. Tas Olusumunu Uyarici ve Baskilayic1 Molekiiller

Tas olusumunu baskilayict molekiiller, siiper doygunluga ulagma seviyesini arttirak
bdylece niikleasyonun baglamasini, kristal biliylimesi ve agregasyonu ile ikincil
niikleasyonu onlerler. Buna karsin tag olusumunu uyarict molekiiller ise, siiperdoyunluga
ulagma seviyesini azaltarak, kristallesmeyi artiran molekiillerdir. Tablo 2 de belirtilen
baskilayict molekiiller ile uyarict molekiiller arasindaki dengesizligin, {riner tas

olusumunda 6nemli oldugu ileri siiriilmiistiir (Gupta ve ark., 2011).
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Tablo 2. Bobrek tas olusumunu baskilayici ve uyarict molekiiller

Baskilayic1 Molekiiller Uyaric1 Molekiiller
Sitrat Kalsiyum

Magnezyum Sodyum

Pirofosfat Oksalat

Tamm-Horsfall proteini Urat

Uriner protrombin fragmenti 1 Diisiik idrar pH
Glikozaminoglikanlar Tamm-Horsfall proteini
Osteopontin Diisiik idrar hacmi
Nefrokalsin

Yiiksek idrar hacmi

(Gupta M, Bhayana S, Sikka SK, 2011)

Diistik idrar hacmi, diisiik idrar pH, kalsiyum, sodyum, oksalat ve iiratin tas olusumunu
destekledigi bilinmektedir. Bobregin hiicre yiizeylerinde hiicre dokiintiileri, protein
agregatlar1 ve diger kristaller cekirdeklenme i¢in uygun bdlge saglayabilir. Bu
cekirdeklenme bolgeleri, kristallesmeyi baglatmak i¢in gereken siipersatiirasyon
seviyesini diisiirerek CaOx kristallesmesini tesvik edebilir. Urik asit dihidrat ve
kalsiyum oksalat monohidrat kristalleri arasinda birbirlerinin biiyiimesini destekleyen
giiclii bir benzerlik vardir. Kristallerin olusumunu ve biiylimesini destekleyen bir bagka
faktor iyonik kalsiyumdur. Hiperkalsiiiri inhibitor aktiviteyi azaltabilir ve kristallesmeye
egilim yaratir. Calismalar iirikk asit ve CaPmin heterojen c¢ekirdeklenmeyi

destekleyebilecegini gostermektedir (Gupta ve ark.; 2011; Basavaraj ve ark.; 2007).

Baskilayict makromolekiiller, kristal matriks proteini, bikunin, Tamm-Horsfall proteini
(THP) ve osteopontin (OPN) gibi bilesiklerdir. Ayrica, anatomik faktorler de tas

hastaliginin gelisimine katkida bulunabilir (Basavaraj ve ark., 2011).

Baskilayicilar, kristallerin bliylime ve agregasyon hizini yavaslatir veya inhibe eder veya

kristallerin renal epitelyuma yapismasini azaltir. Bir¢ok inorganik ve organik maddenin,
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Tablo 3’'de gosterildigi gibi kristal biiyiimesini, agregasyonunu ve yapismasini inhibe

ettigi bilinmektedir (Gupta ve ark., 2011).

Tablo 3. Baskilayicit molekiillerin etkileri

Baskilayic1 Molekiiller Etkileri

Sitrat Biiylime inhibitori

Magnezyum Biiylime inhibitori

Pirofosfat Biiylime ve agregasyon inhibitorii

Osteopontin Niikleasyon, Biiyiime ve agregasyon inhibitori

Uriner protrombin fragmenti Biiylime, agregasyon ve adezyon inhibitorii

Tamm-Horsfall proteini Niikleasyon ve bilylimenin promotorii, agregasyon inhibitorii
Glikozaminoglikanlar Biiylime, agregasyon ve adezyon inhibitorii

Nefrokalsin Biiyiime ve agregasyon inhibitorii

(Gupta ve ark., 2011).

Alkali pH degeri, tagin bilesimine, cinsine bagli olarak hem yararli hem de zararl
etkilere sahip oldugu i¢in tas olusumunun bir inhibitorii olarak sdylenemez, ancak alkali
pH, asidik idrarda olugsmaya egilimli olan sistin ve {irik asit tag olusumunu inhibe eder

(Gupta ve ark., 2011).

Magnezyum amonyum fosfat (struvite) taslarinin olusumunda ise iireaz lireten bakteriyel
enfeksiyonlarin (klebsiella, proteus, pseudomonas, stafilokok) rolii vardir. Bu
enfeksiyonlarda idrardaki {ire, amonyak ve karbondioksite yikilir, ardindan amonyum
iyonlar1 ve bikarbonata hidrolize olur. Bu irlinlerin magnezyum katyonuna
baglanmasiyla magnezyum amonyum fosfat ve karbonat apatiti olugur (Narter ve Sarica,

2013).

Sitrat, kalsiyum gibi iiriner katyonlarla kompleks olusturabilme yetenegine bagli olarak
koruyucu rol oynar (Narter ve Sarica, 2013). Kalsiyum ile kompleks olusturarak,
kalsiyum oksalat doygunlugunu azaltir. Bununla birlikte, kalsiyum agregasyonunu
inhibe ettigi de gosterilmistir (Ratkalkar ve Kleinman, 2011). Sitrat, 6zellikle kalsiyum
oksalat ve fosfat taglari i¢in gilicli bir inhibitordiir. Sitrat, hem kalsiyum oksalat

monohidratin (termodinamik olarak en kararli form) hem de kalsiyum fosfat
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kristallesmesinin degistirici bir faktorii olarak goriinmektedir. Kalsiyum ile kompleks
olusturur ve boylece kalsiyum oksalat konsantrasyonunu azaltir. Sitrat ayrica diger idrar
makromolekiillerinin tas olusumunu baskilayici aktivitesini arttirir ve idrar yollarindaki
protein matriksinin 6nemli bir bileseni olan iiriner osteopontinin ekspresyonu azaltir.
Hiicre i¢i asidoz, yiiksek proteinli diyet ve egzersiz idrar sitrat konsantrasyonlarinda
azalmaya neden olur. Parathormon (PTH), magnezyum, lityum, kalsitonin ve D

vitamininin idrar sitrat diizeylerini artirdigi bulunmustur (Gupta ve ark., 2011).

Idrarda dogal olarak bulunan bir madde olan pirofosfatin hem kalsiyum oksalat hem de
kalsiyum fosfat kristallesmesini inhibe ettigi gosterilmistir (Ratkalkar ve Kleinman,
2011). Diisiik konsantrasyonlarda, 16 mM, pirofosfat COM kristal biiylimesini %50
oraninda inhibe etmektedir. Uriner pirofosfat seviyesi 20-40 mM araligindadir ve bu
nedenle teorik olarak CaOx ve CaP kristalizasyonunu inhibe etmek ig¢in yeterince

yiiksektir (Basavaraj ve ark., 2011).

Magnezyum, viicuttaki yliksek oranda bulunan dordiincii mineraldir ve biiylik oranda
kemiklerde bulunur. Diyetle alinan magnezyum ince bagirsaklarda emilir ve bobrek
yoluyla atilir. Toplam viicut magnezyumunun sadece %1'i kanda dolagir (Basavaraj ve
ark., 2011). Asir1 doymus bir kalsiyum oksalat ¢ozeltisinde magnezyumun kristal
biiytimesini %50 oraninda azalttig1 gosterilmistir. Magnezyum, oksalat ile kompleksler
olusturarak silipersatiirasyonu azalttigt bilinmektedir (Gupta ve ark.,, 2011).
Magnezyumun, kristallerin yani sira niikleasyonun biiylimesini inhibe ederek tas

olusumunu engelledigi de gosterilmistir (Ratkalkar ve Kleinman, 2011).

Glikozaminoglikanlar tas matrisinde bulunan makromolekiillerden biri olarak
tamimlanmistir.  Kalsiyum oksalat kristallesmesinde O6nemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Biiylime bolgelerini bloke ederek kalsiyum oksalat kristallerinin
bliylimesini ve agregasyonunu inhibe etme yetenegine sahiptir. Bobrek tasi olusumunda
onemli bir adim olan bdbrek hiicrelerine kristal yapismasini da onler (Gupta ve ark.,
2011).

Nefrokalsin, kalsiyum oksalat kristallesmesini inhibe etme yeteneginde dnemli bir rol
oynadig1 diisliniilen iki sistein ve iki veya ii¢ y-karboksiglutamik asit bag1 iceren bir

molekiildiir. Nefrokalsin, kalsiyum oksalat taglariin niikleasyon, retansiyon
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mekanizmalar ile bobrek hiicrelerine kristal yapismasini inhibe eder (Gupta ve ark.,
2011). Nefrokalsin genellikle tas olusumunu baskilayici etki gostermesine ragmen, bazi
kalsiyum oksalat monohidrat taglarina sahip bireylerde nefrokalsin molekiillerinde y-
karboksi glutamikasidin bulunmadigi ve bunun da tas olusumunu baskilayict

fonksiyonlarin kaybu ile sonuglandigi gosterilmistir (Narter ve Sarica, 2013).

Osteopontin, asir1 doymus bir ¢ozelti icinde CaOx kristallerinin biiylimesini engelleyen
negatif yiiklii aspartik asit acisindan zengin bir proteindir. Osteopontin,
mineralizasyonun diizenlenmesinde hem fizyolojik hem de patolojik etkiye sahiptir.
Osteopontin, bobrek icinde sentezlenir ve idrara saliverilir. Insan idrarinda 100 nM"
asan seviyelerde bulunur. In vitro ¢aligmalar OPN'nin CaOx kristallerinin
cekirdeklenmesini, biiylimesini ve agregasyonunu inhibe ettiini gdstermektedir

(Basavaraj ve ark., 2011).

Kan pihtilasma faktorii olan protrombin, trombin, fragment 1 ve fragment 2 olmak
lizere ii¢ pargadan olusur. Fragment 1 idrarla atilir ve iiriner protrombin fragmenti
(UPTF1) olarak adlandirilir ve in vitro ortamda CaOx tas olusumunun gii¢lii bir
inhibitoriidiir. CaOx kristallerinin organik matrisi UPTF1 igerir ve kan pihtilasma
faktoriiniin lirolitiyazis ile olan roliinii agiklamada kanitlar saglar. UPTF1, CaOx kristal
agregasyonunun ve kristallerin renal hiicrelere yapismasinin énemli bir inhibitoriidiir

(Basavaraj ve ark., 2011).

Tamm-Horsfall proteini (THF), Henle kulbunun ¢ikan kolonunda sentezlenen bir
glikoproteindir. THP normal memelilerin idrarindaki en ¢ok bulunan proteindir. THP,
nefropati, irolitiazis ve tiliblilo-interstisyel nefrit patogenezinde rol oynayabilir
(Basavaraj ve ark., 2011). THP fonksiyonu idrar pH’s1 ve konsantrasyonuna baglidir.
Idrar pH’s1 diisik ve konsantrasyonu yiiksek oldugunda THP’nin kristallerin
agregasyonunu uyardigi diisiiniilmektedir. Tersine konsantrasyonu diisiik, alkali idrarda
ise THP kristal agregasyon ve biiylimede inhibitdr etkiye sahiptir (Narter ve Sarica,
2013). Yapilan ¢alismalarda, bu maddenin kristal agregasyonunu ve/veya tas olusumunu
artirict etkiye sahip molekiillerin inhibitdrii olarak rol oynadigi gosterilmistir. THP nin
kalsiyum oksalat kristallerini kaplayarak bobrek epitelyumuna yapismasini onledigi
diisiilmektedir (Ratkalkar ve Kleinman, 2011)
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4.3. Etilen Glikol ve Uriner Sistem Tas Modeli

Etilen glikol (EG) renksiz, kokusuz ve ¢oziilebilir kimyasal bir madde olup ozellikle
otomobil antifrizi ve endiistriyel ¢oziicii olarak kullanilir. EG igeren soliisyonlarin

yutulmasi ciddi morbidite ve mortaliteye yol agmaktadir (Seo ve ark., 2012).

Etilen glikol kendi basma diisiikk bir toksisiteye sahiptir, ancak karacigerde
metabolizasyon sonrasi toksik iiriinleri agiga ¢ikar. Etilen glikol, karacigerde bulunan
alkol dehidrojenaz enzimi tarafindan glikolaldehit, glikolik asit, glioksilik asit ve oksalik
asit olmak iizere dort organik aside doniisiir (Sekil 5). Etilen glikol metabolizmasinda
hiz sinirlayict basamak glikolik asidin glioksilik aside doniistimiidiir. Bu, kanda glikolik
asit birikimi ile sonuglanir (Leth ve Gregerse, 2005). Zehirlenme ve metabolik asidoz
semptomlari, etilen glikol alimindan 12-48 saat sonra ortaya cikar, esasen glikolik
asitten kaynaklanir. Glikolik asitten, glioksilik asit ve oksilik asit olusumu uzun zaman
alir ve buna bagli olarak metabolik asidoz agirlasir ve kardiyopulmoner disfonksiyon
olusabilir. Son {iriin olan oksilik asit, beyin, bobrek, perikard, karaciger ve kan
damarlarinda biriken ve doku hasarina neden olan COM kristallerini olusturmak {izere
kalsiyum ile reaksiyona girer. Bu doku hasar1 ¢ogunlukla geri doniistimliidiir, ancak bazi

durumlarda hasar kalic1 bozulmalara neden olur (Seo ve ark., 2012).
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ETIiLEN GLiKOL

Alkol NAD*
dehidrojenaz
NADH
Glikoaldehit
Aldehit
dehidrojenaz
Glikolik asit
Mg-tiamin l
Piridoksin

a-hidroksi-B-  |«—— | Glioksilik asit —_— Glisin
ketoadipat l

OKSALIK ASIT

Resim 4. Etilen glikol metabolizmasi

4.4. Myrtus communis — Mersin Bitkisi

Myrtus communis bitkisi (Resim 6) 145 cins ve 5500'den fazla tiir iceren Myrtaceae
familyasia aittir. Gergek mersin olarak bilinen M. communis L., bu aileden gelen

Oonemli aromatik ve sifali tiirlerden biridir (Aleksic ve Knezevic, 2014).
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Resim 5. Myrtus communis- mersin bitkisi

Myrtus communis bitkisinin cam ormanlarinda ve nehir kenarlarinda, 6zellikle deniz
seviyesinden 500-600 metre ylikseklikte Toros Daglari’nda yetistigi bilinmektedir.
Tiirkiye genelinde “Mersin” adiyla bilinmesine karsin ozellikle Giiney sahillerinde
“murt”, “hambeles” ve “adi mersin” olarak da bilinmekte ve baz1 yerlerde ise yapragina
“bahar” ad1 verilmektedir (D6nmez ve Salman, 2017). Mersin, tipik Akdeniz florasinin
ortak bir parcasidir. Bitki, kuzeybatidan dogu Akdeniz'e, batt Asya ve ayni zamanda Ege
bolgeleri de dahil olmak iizere bolca yetismektedir. Mersin, Giliney Avrupa, Kuzey
Afrika ve Bat1 Asya'ya 6zgilidiir. Gliney Amerika, kuzeybati Himalaya ve Avustralyaya
da yayilmistir (Aleksic ve Knezevic, 2014).

Myrtus communis, 1,8-2,4 m yiiksekliginde, kiiciik yaprakli ve derin ¢atlakli, yaprak
dokmeyen c¢ali veya kiiciik agac seklindedir. Yapraklart 3—5 c¢cm uzunlugundadir ve
tanenler, flavonoidler ve ucucu yaglar igerir. Myrtus tiirlerinin ugucu yaglar, fenolik
asitler, flavonoidler, tanenler, antosiyanin pigmentleri, yag asitleri agisindan oldukca

zengin oldugu bildirilmistir (Aleksic ve Knezevic, 2014).
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Mersin yaginin en 6nemli bilesenleri yapraklarda bulunan myrtenol, myrtenol asetat,
limenojen, linalol, pinen ve 1,8-sineoledir (Hosseinzadeh ve ark., 2011). Bu bitkinin
kurutulmus yapraklari 1,8-cineole (%13,5-19,6), linalool (%7,7-15,8), linalil asetat
(%2,5-6), terpineole, terpinolen, tanenler ve flavonoid bilesikleri igerir. Yaprak ve
cicekler ucucu yaglar, fenolik asitler, flavonoidler ve tanenler icerir. Meyveler tanenler,
antosiyaninler (%0,2-54), yaglh ve organik asitlerden (%9-52) zengin olup verimi
kullanilan ekstraksiyon ¢0ziiclisii ve / veya olgunlasma donemine bagli olarak

degiskenlik gosterebilir (Aleksic ve Knezevic, 2014).

Mersin otu, eskiden beri baharat olarak kullanildig1 gibi, tibbi ve gida hazirlama amaclh
da kullanilmaktadir. Mersin, bir baharat olarak hos kokusuna ragmen ac1 tadindan dolay1
genis bir uygulama alan1 bulmaz. Tad1 ¢ok yogun, kuvvetli acidir, bu nedenle mutfak
uygulamasi1 Akdeniz iilkelerinde 6zellikle Italya ve Portekizde sinirhdir. Italya'da,
ozellikle Sardinya adasinda meyveleri ve yapraklart iki iyi bilinen likor iiretiminde
kullanilir (sirasiyla Mirto Rosso ve Mirto Bianco). Mersin dumani ile tatlandirilmig
gidalar, Italya veya Sardinya'nin kirsal bdlgelerinde yaygindir. Bununla birlikte, bitkinin
bazi kisimlar gida endiistrisinde, et ve soslarin tadlandirilmasinda kullanilmaktadir.
Yapraklar1 ¢ok kokulu olup, 6zellikle Portekiz ve Tirkiye’de parfiim ve kozmetik
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Aleksic ve Knezevic, 2014).

Geleneksel olarak antiseptik, dezenfektan ve hipoglisemik ajan olarak kullanilir.
Tiirkiye'de mersin yapraklart da kdylerde antiseptik amacgla kullanilmaktadir. Benzer
sekilde Italya’da geleneksel halk ilac olarak bu bitkinin meyvesi, ishal ve dizanteri dahil
olmak {iizere bircok enfeksiydz hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Yapraklar,
kandidiyaz tedavisi i¢in antiseptik ve antienflamatuvar madde ve agiz gargarasi olarak
kullanilir. Mersin yapraklarindan elde edilen ugucu yag, akciger bozukluklarinin

tedavisinde de kullanilmistir (Aleksic ve Knezevic, 2014).

Geleneksel tipta antikanser amagli mersin kullanimi hakkinda da bazi bilgiler vardir.
Mersin bitkisinin antikanser 6zellikleri daha Once bir¢ok ¢alismada arastirilmis ve bu
caligmalarda etkiden sorumlu aktif bilesenin myrtucommulone oldugu bulunmustur.

Myrtucommulone mersin  yapraklarinda bulunan antioksidan, antibakteriyel,
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antiinflamatuar, antidiyabetik ve antikanser Ozelliklerine sahip 6nemli bir bilesendir

(Ogur, 2014).

Mersin bitkisinin farkli kisimlar1 geleneksel olarak gesitli spesifik uygulamalara sahiptir.
Yapraklardan ve geng¢ dallardan yapilan infiizyonlar, uyarici, antiseptik, biizlicii ve
hipoglisemik olarak kabul edilir ve astim, egzama, sedef hastaligi, diyare,
gastrointestinal bozukluklar ve idrar yolu enfeksiyonlar: i¢in bir saghk caresi olarak
kabul edilir. Yapraklardan kaynatma, vajinal yikama, lavman ve solunum yolu
hastaliklarina kars1 kullanilirken; meyvelerden kaynatma antidiarreal, antihemorrhoidal
ajanlar ve agi1z ve goz hastalig1 tedavisinde kullanilmaktadir. Cigekler geleneksel olarak
varislere kars1 kullanilir ve kilcal losyonlarin hazirlanmasi i¢in kullanilir. Yapraklarinin
diger kullanim alanlar1 sigir yemleri, kesilmis yapraklar ve saks1 bitkileridir (Aleksic ve
Knezevic, 2014).
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5. GEREC VE YONTEM

Deneysel calismamiz Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

“30.2017.mar” karar no’lu onay1 (Ek 1) sonrasinda baslamistir.

Deney hayvanlart M.U. Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
(DEHAMER) temin edildi. Yaklasik 3 aylik erkek, 250-300 gr agirliginda 32 adet
Wistar albino si¢an randomize olarak esit sayida (n=8) dort gruba ayrildi. Siganlar deney
stiresince 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.

5.1. Myrtus communis bitki ekstresinin hazirlanmasi

Myrtus communis subsp. communis bitkisinin yapraklar golgede kurutuldu. Toz edilen
100 gr materyal Soxhlet apareyinde etanolle ile tiiketildi, siiziildii ve elde edilen
ekstredeki ¢oziicli, rotary evaporatdrde 45 °C’yi ge¢cmeyen sicaklikta kuruluga kadar

uguruldu ve analizlere kadar + 4°C’ de bekletildi

5.2. Calisma Gruplar

Kontrol grubu (K): 8 hafta boyunca normal igme suyu ile beslendi.
Etilen glikol (EG) grubu: 8 hafta boyunca %0,75 EG igeren icme suyu verildi.

Myrtus communis koruyucu tedavili grup (MC+EG+MC): 8 hafta boyunca %0,75
EG iceren igme suyu verilen hayvanlara EG ile es zamanl olarak 8 hafta boyunca 100

mg/kg dozunda myrtus communis ektresi uygulandu.

Myrtus communis tedavili grup (EG+MC): 8 hafta boyunca %0,75 EG igeren igme
suyu verilen hayvanlara 4. haftanin sonundan itibaren 4 hafta boyunca 100 mg/kg

dozunda myrtus communis ektresi uygulanda.

Calisma sonunda hayvanlar metabolik kafeslere alinarak 24 saatlik idrar ornekleri
toplandi (Resim 6). Bu asamadan sonra eter anestezisi altinda intrakardiyak kan

ornekleri alinan hayvanlar dekapite edildi ve bobrek dokulari alinarak histolojik ve
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biyokimyasal olarak incelendi. Idrar drneklerinde kalsiyum, oksalat, sitrat ve kreatinin

tayinleri ticari kitler ile yapildu.

Resim 6. Metabolik kafeslerde 24 saatlik idrar toplanmasi
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5.3. Biyokimyasal Incelemeler

5.3.1. Idrarda kalsiyum, sitrat, oksalat ve kreatinin degerlerinin 6l¢iimii

Sicanlarin 24 saatlik idrar 6rnekleri toplandi. QuantiChromTM Calcium Assay ticari kit
kullanilarak kalsiyum, EnzyChromTM Oxalate Assay Kit kullanilarak oksalat,
EnzyChromTM Citrate Assay Kit kullanilarak sitrat ve Rat Creatinine, Cr ELISA Kit

kullanilarak kreatinin tayinleri kit prosediirlerine uygun olarak yapildi.
5.3.2. Oksidatif DNA hasari ol¢iimii

Dokularda oksidatif DNA hasari, 8-Hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG) diizeyleri
oOlgiilerek belirlendi. Bu 6l¢iimler ELISA Kit kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak
yapildi. Sonuglar 8-OHdAG ng/mg DNA olarak ifade edildi.

5.3.3. Miyeloperoksidaz Aktivitesi Tayini

Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi Hillegass ve ark.’nin yontemine gore yapildi
(Hillegass, 1990). Tayin i¢in gerekli 50 mM K>HPO4 (pH: 6) ¢ozeltisi, %0,5’lik HETAB
(Hekzadesiltrimetil-amonyum bromid), o-dianisidin-2 HCI, %2’lik Sodyum azid, 20
mM H»>O; (Hidrojen Peroksit) ¢ozeltileri hazirlandi.

Doku homojenatlar1 10 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz atildi. Cokeltiye 3 ml %
0,5’ lik HETAB eklenerek homojenize edildi, 3 kez donduruldu, ¢6ziindiiriiliip sonike

edildikten sonra santrifiij edilerek iist faz ile ¢aligildi.

Tablo 4. Miyeloperoksidaz enzim aktivitesi tayini i¢in kullanilan tiip 6rnekleri

Kor Numune
50 mM K;HPO4 2.9 ml 2.9 ml
20 mM H:O: 0.2 ml 0.2 ml
o-dianisin-2 HCI 0.2 ml 0.2 ml
50 mM K;HPO4 0.3 ml
Ust faz - 0.3 ml

Tablo 4'te yer alan sekilde 6rnek tiipler hazirlandiktan sonra 37°C inkube edildi ve daha
sonra reaksiyon %2 lik Sodyum azid ile durduruldu. 3000 devir/dakikada 10 dakika
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santrifiij edildi. Ust faz almarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 460 nm de
okundu. MPO igin hesaplanmis ekstinksiyon katsayis1 42M'cm™! kullanilarak sonuglar

U/g protein cinsinden hesaplandi.
5.3.4. Kaspaz-3 aktivite tayini

Doku homojenat1 (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, 0,1% CHAPS, 1 mM DTT, 100 mM
EDTA, pH:7,4) eklenerek ultrasonik homojenizator ile 15 saniye %70 amplitiid
kullanilarak buz igerisinde patlatildi. 14.000xg de 15 dakika santrifiij edilerek

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

Kaspaz-3 aktivite diizeyleri ticari kitler (Caspase 3 ELISA Kit 96T) kullanilarak tayin
edildi. Olgiim prensibi kaspaz-3 substrati olan N-Asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-
nitroanilid’den (Ac-DEVD-pNA) kromofor p-nitroanilinin (pNA) olusmasinin
spektrofotometrik olarak Ol¢lim esasina dayandirildi. Serbestlesen pNA’nin absorbansi

ELISA okuyucusunda 405 nm’de okunarak bulundu.
5.3.5. Osteopontin diizeylerinin dl¢iilmesi

Dokularda osteopontin diizeylerinin dl¢timii, OPN ELISA Kit kullanilarak prosediiriine
uygun olarak yapildi. Sonuglar ng/g olarak ifade edildi.

5.3.6. N- asetil-B-glukozaminidaz enzim aktivitesi dl¢iimii

N-asetil-B-glukozaminidaz (NAG) enzim aktivitesi, ticari kit NAG ELISA Kit
kullanilarak 6l¢iildii. Sonuclar U/mg protein olarak ifade edildi.

5.4. Histolojik Incelemeler

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

ile incelendi.
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5.5. Istatiksel Analiz

Istatistiksel analiz Graphpad Prism 5.0 (Graphpad Yazilim, San Diego, Ca, ABD)
kullanilarak gerceklestirildi. Tiim veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.
Biyokimyasal veri gruplar1 Tukey ¢oklu karsilastirma testleri ardindan varyans analizi

(ANOVA) ile karsilastirilmis olup istatistiksel olarak p <0,05 anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. idrar Analiz Sonuclar

Deney sonunda tiim gruplarin 24 saatlik idrar numunelerinde 6lgiilen kalsiyum, oksalat,

sitrat ve kreatinin diizeyleri Tablo 5’te yer almaktadir.

Kalsiyum ve sitrat EG grubunda anlamli (p<0,001) olarak azalirken her iki tedavi
grubunda da artmis olarak bulundu. Sitrat ise EG grubunda anlamli (p<0,001) olarak
azalmisg ve koruyucu tedavili grupta anlamli (p<0,05) olarak artmis bulundu. EG+MC
tedavi grubunda ise sitrat diizeyinin kontrol grubuna gore hala anlamli (p<0,01) olarak
diistik oldugu goriildii (Sekil 2).

Kreatinin degerleri incelendiginde, EG grubunda kreatinin idrar ile atiliminin anlamli
(p<0,001) olarak azaldig1 ve koruyucu tedavi grubunda ise anlamli (p<0,05) olarak
arttig1 belirlendi. Diger tedavi grubu olan EG+MC grubunda ise kreatinin idrar diizeyleri
EG grubuna benzer sekilde diger bir deyisle kontrole gore anlamli (p<<0,01) olarak diisiik
bulundu (Sekil 2).

Idrar 6rneklerindeki oksalat diizeylerine bakildiginda, oksalat diizeylerinin EG grubunda
anlaml1 (p<0,001) olarak arttig1, her iki tedavi grubunda ise anlamli (p<0,001, p<0,01)
olarak azaldig: gorildii (Sekil 2).

Tablo 5. 24 saatlik idrar 6rneklerinde kalsiyum, oksalat, sitrat ve kreatinin diizeyleri

(mg/24 saat) Kontrol EG MCH+EG+MC EG+MC
Kalsiyum 0,48 £ 0,03 0,24 +0,03 0,46 + 0,05 " 0,46 + 0,05 "
Oksalat 0,57 + 0,06 1,88 +£0,16 ™ 0,94 + 0,09 ™ 1,22 40,15 %"
Sitrat 6,18 + 0,66 1,68 042"  427+0,53" 3,16 045
Kreatinin 10,11 +0,67 5,12+0,677 8,68+0,87" 5,51+0,67"

*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001: Kontrol grubuna goére, "p<0,05, ** p<0,01,
p<0,001: EG grubuna gore.
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Sekil 2. Idrarda 6lciilen kalsiyum, sitrat, oksalat ve kreatinin degerleri

p<0,05, " p<0,01, " p<0,001: EG grubuna gore.
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Idrar &rneklerine invert mikroskopide kalsiyum oksalat kristalleri incelendiginde EG
grubunda (Resim 6b) tas yogunlugunun en fazla oldugu buna karsilik myrtus communis
koruyucu tedavili (Resim 6¢) ve tedavili gruplarda (Resim 6d) tas yogunlugunun
azaldig1 goriildi. Deney gruplart igerisinde, myrtus communis koruyucu tedavili

grubunun, 4 hafta EG’den sonra uygulanan myrtus communis tedavili gruba gore daha
az kristal gosterdigi goriildii.

Resim 6. idrar &rneklerinde invert mikroskopi ile taslarm gériiniimii

(a: Kontrol grubu, b: EG grubu, C: Koruyucu tedavili MC grubu, d: MC tedavili grup)
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6.2. Bobrek Dokusunda Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

Bobrek doku orneklerinde incelenen biyokimyasal parametrelere ait sonuglar Tablo 6’da

yer almaktadir.

Tablo 6. Bobrek doku oOrneklerinde Miyeloperoksidaz (MPO), kaspaz-3 aktivitesi,
oksidatif DNA hasar1 (8-OHdG), N-asetil-f-glukozaminidaz (NAG) enzim aktivitesi ve

osteopontin (OPN) bulgular1

Kontrol EG MC+EG+MC EG+MC
MPO -
, 6,92+0,39 13,07+0,80 7,18 £0,70 9,36 1,01
(U/g protein)
Kaspaz-3 Aktivitesi s
9,47+0,47 18,86+1,62 9,05+ 1,08 12,15+ 0,55
(nmolpNA/mg prot)
8-OHdG - - .
2,35+0,28 7,07+£0,48 445+044757 545402577
(ng/mg DNA)
NAG sk
) 0,46 0,06 0,87 + 0,06 0,32+0,03"" 0,35+0,02
(U/ mg protein)
Osteopontin - . ”
. 1,64+0,12 2,82+0,09 224+0,15%° 2,73+0,16
(ng/g protein)

*p<0,05, *** p<0,001: Kontrol grubuna gore.
p<0,05, " p<0,01, " p<0,001: EG grubuna gore.
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6.2.1. Miyeloperoksidaz aktivitesi sonuclari

Dokuda nétrofil infiltrasyonunun gostergesi olan MPO aktivitesi EG grubunda anlaml
(p<0,001) olarak artarken, myrtus communis koruyucu tedavili ve tedavili gruplarda

anlamli1 (p<0,001, p<0,05) olarak azald1 ve kontrol degerlere yaklasti (Sekil 3).

B SF-tedavii E=3 MC-koruyucu tedavili [ MC-tedavili

15- Tk
- %

o 10- =
) o o+
o = i
E 5 - . % l:l

i =

e L

.m .

S I

e

o R | S |

K EG

Sekil 3. Bobrek doku drneklerinde miyeloperoksidaz (MPO) bulgulari

*** p<0,001: Kontrol grubuna goére, p<0,05, *** p<0,001: EG grubuna gore.
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6.2.2. Dokuda N-asetil-pB-glukozaminidaz enzim aktivitesi sonuclari

Bobrek hasarinin gostergesi olan NAG aktivitesi EG grubunda anlamli (p<0,001) olarak
artt1. Gerek MC koruyucu tedavili grupta gerekse MC tedavili grupta NAG aktivitesi EG
grubuna gore anlamli (p<0,001) azalmaya neden oldu (Sekil 4).

E=d SF-tedavii E= MC-koruyucu tedavili [ MC-tedavili

1.0 o
%‘ 0.8-
-
> 6
O 0.6-
£
3 o4l BT -+
(<D ﬁ' ﬁ s
Z 0.2 -:-ﬁ e
0.0-

K

Sekil 4. Bobrek doku orneklerinde N-Asetil-B-Glukosaminidaz (NAG) aktivitesi
bulgular

+++

*#% p<0,001: Kontrol grubuna gore., ™" p<0,001: EG grubuna gore.
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6.2.3. Kaspaz-3 aktivitesi sonuclari

Apoptozun uyarilmasinda 6nemli bir role sahip olan kaspaz-3 enzimi EG grubunda
anlamli (p<0,001) olarak artti. Gerek koruyucu tedavili myrtus communis gerekse
tedavili myrtus communis grupta kaspaz-3 aktivitesi anlamh (p<0,01, p<0,001) olarak

azalmaya neden oldu ve kontrol grubu degerine yaklast1 (Sekil 5).

B SF-tedavii E= MC-koruyucu tedavili [ MC-tedavili

25-
2% 20-
s e
£ 215 o
- ’ i ++
23 e +++
VB e B s
o g s
$E 5 i
0- l...

K EG

Sekil 5. Bobrek doku drneklerinde kaspaz-3 aktivitesi bulgulari

*** p<0,001: Kontrol grubuna gore, ** p<0,01, ** p<0,001: EG grubuna gore.
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6.2.4. Oksidatif DNA hasari sonuclari

Etilen glikol uygulamasi ile olusan oksidatif hasar, bobrek dokusunda oksidatif DNA
hasarmin gostergesi olan 8-OHdG diizeyleri anlamli (p<0,001) olarak artti. Koruyucu
MC uygulamasi bu artiglart anlamli (p<0,01) olarak baskiladi. EG+MC grubunda bu
parametrelerde anlamli (p<0,01) olarak diisiis bulundu ancak kontrol grubuna gore yine
de yiiksek kald1 (Sekil 6).

E= SF-tedavii E= MC-koruyucu tedavili [ MC-tedavili

o
1

»
1
n

l:l

8-OHdG (ng/mg DNA)
=N

N
1
S

K EG

Sekil 6. Bobrek doku 6rneklerinde oksidatif DNA (8-OHdG) hasar1 bulgulari

o
1

** p<0,01, *** p<0,001: Kontrol grubuna goére, "p<0,05, " p<0,001: EG grubuna gore.
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6.2.5. Bobrek dokularinda osteopontin diizeyleri

Calismamizda, dokuda osteopontin diizeyleri gruplar arasinda karsilagtirildiginda EG
grubunda ve myrtus communis tedavi grubunda ekspresyonun kontrole gore anlaml
(p<0,001) olarak arttig1, myrtus communis koruyucu tedavili grupta ise bu artigin

anlamli (p<0,05) olarak azaldig1 goriilmustiir (Sekil 7).

B\ SF-tedavii E= MC-koruyucu tedavii [ MC-tedavili

F -3
1

w
1

-—
1

Osteopontin (ng/g)
N

K EG

Sekil 7. Bobrek doku 6rneklerinde osteopontin (OPN) diizeyleri

* p<0,05, *** p<0,001: Kontrol grubuna gore, "p<0,05: EG grubuna gore.
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6.3. Histolojik Bulgular

Yapilan incelemelerde kontrol grubunda glomeriiller ve tiibiiller diizgiin morfolojiye
sahipti (Resim 7a). Etilen glikol uygulamasi tiibiillerde bazal membran kalinlagmasina
ve tiibiil hiicrelerinin pargalanmasina bdylece ciddi dejenerasyona neden oldu (Resim
7b). Koruyucu tedavi uygulamali MC grubunda da bazal membran kalinlagmasinin
olmadig1 ve tiiblil hiicre pargalanmasinin azaldigr gozlendi (Resim 7c¢). Tedavi
uygulamali MC grubunda bazal membran kalinlasmasi gerilerken tiibiil hiicrelerinin

parcalanmasinin azaldig1 gézlendi (Resim 7d).

BT 7 E ey TIESRAERy

Xk :

[ it al i i %

3 G ’«':{:*?\‘ &S e
s 3

R

Resim 7. Hematoksilen ve eozin ile boyanmig bobrek dokularinin histolojik
incelenmesi, biiyiitme: x 200.

a) Kontrol grubu, diizgiin glomeriiller ve tiibiiller, b) EG grubu, tiibiillerde bazal
membran kalinlagmasi, tiibiil hiicrelerinin bozulmasi ve liimene dagilmasi ile ciddi
dejenerasyon, ¢) Koruyucu tedavi uygulamali MC grubu, gerileyen bazal membran
kalinlagmasi ve tiibiiller hiicre parcalamasi, d) Tedavi uygulamali MC grubu, azalmis
tiibiil hiicrelerinin par¢alanmasi ve bazal membranlarin kalinlagsmas
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada etilen glikol ile olusturulan deneysel tas hastaligi modelinde diiiretik ve
antioksidan ozellikleri bulunan myrtus communis bitkisinin tas olusumu tizerindeki

tedavi edici ve bobrekteki koruyucu etkileri incelenmistir.

Amin ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada, EG ile olusturulan tas hastaligi modelinde idrar sitrat
atilmi azalirken, crocus sativus (safran) ekstresinin 100 mg/kg dozunda profilaktik
uygulamasinin sonucunda 30. giinde sitrat seviyelerindeki diisiisii Onemli oOlgiide
onledigi bildirilmistir. Diisiik sitrat seviyesi bobreklerde tas olusumu i¢in 6nemli bir risk
faktoriidiir (Zuckerman ve Assimos, 2009). Calismamizin sonunda idrarda tas
olusumunun inhibitdrii olan sitrat diizeylerinin EG grubunda azaldigi, MC bitkisinin
koruyucu amagla uygulamasi yapilan sicanlarda ise arttigi goriilmiistiir. MC tedavili
grupta ise sitrat diizeylerinin kontrole gore azalmig bulunmasindan dolayi, borek tas

olusumun engellenmesinde koruyucu tedavinin daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Hadjzadeh ve ark. yaptig1 calismada EG ile olusturulan tas hastaligi modelinde idrar
oksalat konsantrasyonunun 14. ve 30. giinlerde EG grubunda anlamli olarak arttig1
bildirilmigtir. S6z konusu calismada tas olusumuna karsi tedavi amaciyla uygulanan
nigella sativa (¢corek otu) bitki ekstresinin, idrar oksalat konsantrasyonun anlamli olarak
azalttig1 tespit edilmistir (Hadjzadeh ve ark., 2007). Ilbey ve ark. yaptig1 ¢calismada ise,
EG uygulanan grubun 24 saatlik idrar oksalat diizeyinin, kontrol ile orta ve yliksek doz
nar suyu uygulanan gruplara gére anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (ilbey
ve ark. 209). Bizim ¢alismamizda da buna benzer olarak EG grubunda idrar oksalat
diizeyleri artmig bulunurken gerek myrtus communis koruyucu tedavili gerekse myrtus

communis tedavili gruplarda anlamli olarak azaldig1 goriilmiistir.

Calismamizda kalsiyum EG grubunda anlamli olarak azalirken her iki tedavi grubunda
da artmis olarak bulundu. Kreatinin degerleri incelendiginde ise, EG grubunda kreatinin
idrar ile attllmmin anlaml olarak azaldig1 ve koruyucu tedavi grubunda ise anlaml

olarak arttig1 belirlendi. Diger tedavi grubu olan EG+MC grubunda ise kreatinin idrar
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diizeyleri EG grubuna benzer sekilde diger bir deyisle kontrole gére anlamli olarak

diisiik bulundu

Idrar &rneklerine invert mikroskopide kalsiyum oksalat kristalleri incelendiginde EG
grubunda tas yogunlugunun en fazla oldugu buna karsilik myrtus communis koruyucu
tedavili ve tedavili gruplarda tas yogunlugunun azaldigi goriilmistiir. Deney gruplari
icerisinde, myrtus communis koruyucu tedavili grubunun (MC+EG+MC), 4 hafta
EG’den sonra uygulanan myrtus communis tedavili gruba goére daha az kristal gosterdigi

gorilmiistiir.

Histolojik incelemelerde kontrol grubunda glomeriiller ve tiibiiller diizgiin morfolojiye
sahip iken etilen glikol uygulamasi sonucu tiibiillerde bazal membran kalinlagmasi, tiibiil
hiicrelerinin bozulmas1 ve limene dagilmasi ile ciddi dejenerasyon meydana gelmistir.
Tedavi uygulamali MC grubunda bazal membran kalinlasmast gerilerken tiibiil
hiicrelerinin pargalanmasinin azaldigi, koruyucu tedavi uygulamali MC grubunda da
bazal membran kalinlagsmasinin olmadig1 ve edavi grubunda oldugu gibi tiibiil hiicre

parcalanmasinin azaldig1 gézlenmistir.

Etilen glikol (EG) uygulamasi sik kullanilan bir nefrolitiazis modelidir: Etilen glikol
hem idrar hem de bobreklerdeki COM kristallerine yol acan glikolat, glioksilat ve
oksalata metabolize olur. Bu modeli olusturmak amaci ile sicanlara %0,75’lik EG
sollisyonunu igceren i¢gme suyu uygulanir. Etilen glikoliin tek bagina verilmesi ile olusan
kronik hiperoksaliiri, siddetli kristaliiriye yol acarak hayvanda CaOx nefrolitiazisini
gelistirir. Bu olusum sirasinda kalsifikasyonu inhibe eden veya destekleyen osteopontin
(OPN), bikunin ve Tamm-Horsfall proteini (THP) gibi ¢esitli makromolekiillerin de
arttig1 bildirilmistir (Bilbault ve Haymann, 2016; Cakir ve ark., 2014).

Osteopontin kemik ve bobreklerde yiiksek seviyede olmak iizere makrofajlar, T
hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve endotel hiicrelerinde de sentezlenir. Insan dokularinda
yaygin olarak dagilmis olan OPN, kemik matrisinde bol miktarda, gastrointestinal kanal,
safra kesesi, pankreas, idrar yollari, akciger, gogiis, tiikiiriik bezleri, ter bezleri, bobrek
ve epitelyal hiicreler ile idrar ve siit gibi viicut sivilarinda bulunur. OPN c¢esitli hiicre
tiplerinde hiicre yapismasini, kemotaksiyi ve sinyal iletimini tesvik etmektedir. OPN'nin

inflamatuar glomeriilonefrit, obstriiktif iiropati ve tiibiil interstisyel hastaligi ile iliskili
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renal hasarda rol oynadigi diistinilmektedir (Xi ve ark., 2001; Pei ve ark., 2016). OPN
hem fizyolojik hem de patolojik mineralizasyonda yer alir. Bobrekte sentezlenen
osteopontin idrara sekrete edilir. Osteopontin CaOx kristallerini COD fazina yonlendirir.
COD kristalleri bobrek epitel hiicrelerine kalsiyum oksalat monohidrat (COM)
kristallerine gore belirgin olarak daha az tutunurlar (Yaman, 2011). Uriner sistem tas
kars1 savunma mekanizmalarindan biri olan osteoponinin yapilan ¢aligmalarda, CaOx
kristallerinin ¢ekirdeklemesini, biiylimesini ve bdbrek epitel hiicrelerine tutunmasini
giiclii bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Sicanlarda glikoksilik asit tarafindan
indiiklenen nefrolitiazis modellerinde, OPN’nin distal tiibiiler hiicrelerde mRNA ve
protein ekspresyonunu belirgin bir sekilde artirdigi gdosterilmistir. OPN proksimal
tiibiiller, distal tiibiiller, Henle kulbu, toplayici kanallar ve papiller yiizey epitelyumu
dahil olmak iizere renal tiibiillerin tiim segmentlerinde artmigtir. Bu sonuglar OPN'nin
renal taglarla iligkili oldugunu disiindiirmektedir (Xi ve ark., 2001). Sener ve ark.
yaptig1 calismada EG ile olusturulan tas hastalifi modelinde osteopontin gen
ekspresyonunun EG grubunda anlamli olarak arttig1 bildirilmistir. S6z konusu ¢alismada
tas olusumuna kars1 uygulanan antioksidan melatonin tedavisi ise artan ekspresyonu geri
cevirerek kontrole yakin degerlere diisiirmiistiir. (Sener ve ark.,, 2017). Bizim
calisgmamizda da benzer sekilde EG tas modeline uyumlu olarak dokuda osteopontin
diizeyleri artmis bulundu. Buna karsilik koruyucu tedavi amaci ile uygulanan MC

grubunda ekspresyonun azaldig1 ve kontrole yaklastigi bulundu.

Myeloperoksidaz (MPO), dolasimda nétrofiller, monositler ve mikroglia dahil olmak
tizere bazi doku makrofajlarinda bulunmakla birlikte insanlarin antimikrobiyal ve
antiviral sisteminde onemli bir rol oynar. Patojenlerin fagositozu sirasinda azurofilik
graniiller, iceriklerini MPO ile birlikte fagolizozomlara birakirlar. Inflamatuar doku
hasarmin biiyiik 6l¢tide MPO tiirevli oksidanlar tarafindan yiiriidiigii bilinmektedir (Pasti
ve ark., 2015). Dokuda inflamasyonun ve nétrofil infiltrasyonunun gostergesi olan MPO
aktivitesinin EG grubunda anlamli olarak artmasi EG ile olusan bdbrek hasarinda
inflamasyonun roliinii géstermektedir. Diger taraftan MC ile gerek koruyucu gerek tas
olusumundan sonra yapilan tedavilerin MPO aktivitesini anlamli olarak azaltmasi bu
ekstrenin antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri ile bobrek dokusunu korudugunu

diisindiirmektedir.
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Kaspazlarin bilinen 14 iiyesi arasinda, kaspaz 3, 6 ve 7 apoptotik hiicrelerde saptanan
baslica kaspazlar olup, hiicrelerin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan hiicre
ici proteinleri parcalayip inaktive ederek apoptozun olusmasina aracilik ettigi kabul
edilmektedir (Kaushal, 2003). Yang ve ark., Kaspaz-3 aktivitesinin apoptozisin en iyi
gostergesi oldugunu, protein ve mRNA seviyeleri ile giiglii bir sekilde korele oldugunu
gostermistir (Yang ve ark., 2001). Oksidatif DNA hasarinin bir gdstergesi olan 8-
hidroksdeoksiguanozin (8-OHdG) idrarla atilimi, nefrolitiazisli hastalarda saglikli
bireylere gore anlamli derecede yliksektir, bu da bu hastalarin daha yiiksek derecede
oksidatif strese sahip olduklarmi gostermektedir. Kittikowit ve ark. ile yapilan bir
caligmada, nefrolitiazisli hastalarin renal biyopsilerinde ve COM 'a maruz kalan renal
tiibliler hiicrelerde 8-OHAG ekspresyonunu yiiksek oldugu, nefrolitiazisli hastalardan
renal dokularda artmis 16kosit infiltrasyonu goézlenmistir (Kittikowit, 2014).
Calismamizda etilen glikol uygulamasi ile olusan oksidatif hasar, bobrek dokusunda
apoptozu uyararak kaspaz-3 aktivitesini ve oksidatif DNA hasarin1 (8-OHdG) anlaml
olarak artirmigtir. Myrtus communis koruyucu tedavili grupta bu artiglar anlamli olarak
baskilandi. Dort haftalik EG’den sonra uygulanan myrtus communis tedavi grubunda da
bu parametrelerde diislise neden oldu ancak kontrol grubuna gore yine yiiksek kalmigtir.
Bu sonuglar MC bitkisi ile gerek koruyucu gerekse tedavi edici uygulamasinin
apoptozisi Onleyebilecegini ve koruyucu tedavinin bu anlamda daha etkili olabilecegini

diisiindiirm{istir.

N-asetil-B-glukozaminidaz (NAG), proksimal tiibiiler hiicrelerde bulunan lizozomal bir
enzim olup, renal tiibiiler fonksiyonun bir gostergesidir. Proksimal tiibiiler hiicreler,
proteiniiri, nefrolitiazis, hiperglisemi, interstisyel nefrit, transplant reddi veya
nefrotoksik ilaglar gibi herhangi bir hastalik siirecinin sonucu olarak zarar gordiigiinde,
idrar NAG seviyesi artar ve boylece proksimal tiibiiler hiicre nekrozunun bir yansimasi

olarak kullanilir (https://pacbio.com/biomarker/assay-detail/145/, Erisim Tarihi: 19

Aralik 2018). Liangos ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada elde edilen sonuglar, akut
bobrek yetmezligi (ABY) saptanan hastalarda idrar NAG aktivitesinin ABY 'nin siddeti
icin yararli varyanslar oldugunu, idrar ¢ikis1 ve serum kreatinin diizeyi gibi geleneksel
olarak kullanilan belirteclerden daha iyi bir prognostik faydaya sahip oldugunu
gostermektedir (Liangos ve ark., 2007). Sener ve ark. yaptigi ¢alismada EG ile
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olusturulan tas hastaligi modelinde bdbrek hasarmin gostergesi olan NAG aktivitesinin
EG grubunda anlamli olarak arttig1 bildirilmistir. S6z konusu c¢alismada tag olusumuna
kars1 uygulanan antioksidan melatonin tedavisi ise artan enzim aktivitesini kontrol
grubuna gore yliksek kalmasina ragmen EG grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi
tespit edilmistir (Sener ve ark., 2017). Bizim g¢alismamizda benzer sekilde NAG
aktivitesi EG grubunda anlamli olarak artti. Gerek myrtus communis koruyucu tedavili
grupta, gerekse myrtus communis tedavili grupta NAG aktivitesi EG grubuna gore

anlamli azalmaya neden oldu.

Calismamiz, ditiretik ve antioksidan Ozellige sahip olan MC bitkisinin 06zellikle
profilaktik ve gerekse de tedavi edici amacla uygulanmasi ile bobrek tasi olusumunu
azaltabilecegini ve tasa bagli olusacak hasari engelleyebilecegini gostermistir. Myrtus
communis bitkisnin diisiik yan etki profili de géz oniline alindiginda tas hastalig1 igin
riskli olan popiilasyonlarda bu ajanin koruyucu amacgh kullanimimin alternatif bir

yaklagim olusturmas1 desteklenmelidir.
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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 kay
contributors of crystal adhesion and aggregation that leads to stone formation (1). In this
study, we evailuated the preventive and curative effects of Myrtus communis (MC) extract on
USSD in rats. Thirty-two Wistar albino rats of 3 months-old were randomized and divided into
4 groups; vehicle administered control(C), ethylene glycol (EG), EG+preventive MC extract
(MC + EG + MC), EG+curative MC extract (EG + MC) groups. USSD was induced by adding
0.75% EG to drinking water of rats for 8 weeks (2). MC extract is given at a dose of 100
mg/kg orally with EG, from day 1 in preventive MC group along with EG during 8 weeks while
in curative MC group MC 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 to analyze
calcium, citrate, and creatinine levels. In 24-hour urine samples, calcium, citrate and
creatinine levels were decreased and oxalate were increased in the EG group, whereas MC
preventive and MC treatment reversed these parameters back to control levels. These
results indicated that MC can prevent crystalluria and kidney damage due to crystal
formation and aggregation, when used as either a preventive or therapeutic agent probably
through antioxidant properties. Thus, MC might have clinical implications in preventing
oxidative renal cell injury and ultimately kidney stone formation.

1.Sener TE, Sener G, Cevik O, Eker P; Cetinel S, Traxer O, Tanidir Y, Akbal C. The Effects
of Melatonin on Ethylene Glycol-Induced Naphrolithiasis: Role on Osleopontin mRNA Gene
Expression. Urology, 99:287.9-287.e15. y )

2.Thamilselvan S, Hackett RL, Khan SR. Lipid peroxidation in athylene glycol induced
hyperoxaluria and calcium oxalate nephrolithiasis. The Journal of urology. 1997,167:1059-
1063,
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