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viii
OZET

Amag¢: Calismanm amaci kafeinin tag olusumunda koruyucu etkinligini aragtirmaktir.

Gereg ve Yontem: Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen 36 adet erigkin Wistar tipi rat (¢ gruba ayrildi. 1. Grup
kontrol grubu olarak sadece su ile, I1. Grup %0,75’lik etilen glikol ile, III. Grup %0,75°lik etilen
glikol ve kafein ile 28 giin boyunca labaratuvar sartlarinda oral gavaj yoluyla beslendi. Ratlar
28 gliniin sonunda 24 saatlik idrar toplanmasi amaciyla metabolik kafeslere alindi. Sonrasinda
ratlar sakrifiye edilerek serumda Ure, Cr, Na, Ca, Mg, K, CI ve idrarda kristal, l6kosit, pH
degerleri caligildi. Bobrek dokularinin histolojik kesitlerinde kristal yapilar1 incelendi.
Immunohistokimyasal boyanmanin incelenmesinde tubulointerstisyum ve glomeriillerdeki
boyanma dikkate alinarak degerlendirme yapildi. Annexin A1 (MRQ-3) antikoru dizeyi
sitoplazmik Annexin A1 (MRQ-3), membrantz Annexin Al (MRQ-3) ve sitoplazmikle

mebrandziin toplami Annexin A1 (MRQ-3) seklinde ayr1 ayr1 degerlendirildi.

Bulgular: Serum bulgularinda, etilen glikol verilen grupta kreatinin ve magnezyum seviyeleri
kontrol grubuna gore anlamli sekilde yiikseldi. Etilen glikol+kafein grubunda ise bu seviyeler
azalmig olarak gozlenmis olup, kafeinin etkili oldugu gozlendi. Histopatolojik bulgularda,
etilen glikol grubunda belirgin tiibiiler hasar, dilatasyon ve kristal olusumu tespit edildi. Kafein
grubunda bu parametreler azalmis, kristal olusumu minimal seviyede gézlendi. Annexin Al ile
boyanmalari etilen glikol grubunda artig gostermis; kafein de eklenen grupta bu boyanmalarin
azaldig1 gortldi. Kristal olusumu, etilen glikol+kafein grubunda, sadece etilen glikol grubuna

gore daha az olmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Tartisma: Calismamiz, kafein ve Annexin Al proteinin bobrek tasi olusumuna karsi etkisini
degerlendiren ilk in vivo ¢alisma olmasi agisindan 6nem tagimaktadir. Annexin Al

proteininin bobrek tasi olusumundaki rolii, kristal baglanma mekanizmalarina olan etkisiyle



iliskili olmakla beraber bu proteinin, hiicre membranina kristal baglanmasini kolaylastirarak
tag olusumunda kritik bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Calismamizda, etilen glikol ve etilen
glikolt+kafein gruplar1 arasinda Annexin Al ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmamistir. Ancak kristal olusumunda belirgin bir fark gézlenmese de tiibiiler
vakuolizasyon, konjesyon ve inflamasyon gibi bobrek hasar1 parametrelerinde kafeinin

koruyucu etkisi oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Nefrolitiyazis, Kristalizasyon, Bobrek Tasi, Kafein,Annexin A1, MRQ-3

ABSTRACT

Background: The aim of the study was to investigate the protective effect of caffeine on stone

formation.

Material and Methods: Thirty-six Wistar-type rats were obtained from the Experimental
Animals Research Center of Bolu Abant 1zzet Baysal University and divided into three groups.
Group I, serving as the control group, was fed only water. Group Il was given 0.75% ethylene
glycol, and Group I11 was administered 0.75% ethylene glycol and caffeine per rat for 28 days
via oral gavage under laboratory conditions. At the end of the 28-day period, the rats were
placed in metabolic cages for 24-hour urine collection. Subsequently, the rats were sacrificed,
and serum levels of urea, creatinine (Cr), sodium (Na), calcium (Ca), magnesium (Mg),
potassium (K), and chloride (Cl) were analyzed along with urinary crystals, leukocytes, and pH.
Kidney tissue crystal structures were examined in histological sections. Immunohistochemical
staining was evaluated based on staining patterns in the tubulointerstitial and glomerular
regions. The levels of Annexin A1 (MRQ-3) antibody were assessed separately as cytoplasmic
Annexin Al (MRQ-3), membranous Annexin A1 (MRQ-3), and the total of cytoplasmic and

membranous Annexin Al (MRQ-3).



Results: In serum findings, creatinine and magnesium levels were significantly elevated in the
ethylene glycol group compared to the control group. In the ethylene glycol + caffeine group,
these levels decreased, indicating the effectiveness of caffeine. Histopathological findings
revealed marked tubular damage, dilation, and crystal formation in the ethylene glycol group.
In the caffeine group, these parameters were reduced, and crystal formation was observed at
minimal levels. Staining with Annexin Al showed an increase in the ethylene glycol group,
whereas in the group with added caffeine, a decrease in staining was observed. Although crystal
formation was lower in the ethylene glycol + caffeine group compared to the ethylene glycol

group alone, this difference was not statistically significant.

Conclusion: Our study holds significance as the first in vivo research evaluating the effects of
caffeine and Annexin Al protein on kidney stone formation. The role of Annexin Al in kidney
stone formation is associated with its influence on crystal adhesion mechanisms. This protein
facilitates the binding of crystals to the cell membrane, thereby playing a critical role in stone
development. In our study, no statistically significant difference was found in Annexin Al
expression between the ethylene glycol and ethylene glycol+caffeine groups. However, while
no notable difference in crystal formation was observed, caffeine demonstrated a protective
effect on kidney damage parameters such as tubular vacuolization, congestion, and
inflammation. These findings provide valuable insights into the potential role of Annexin Al

in the pathophysiology of kidney stones.

Keywords: Nephrolithiasis, Crystallization, Kidney Stone, Caffeine,Annexin A1,MRQ-3



1. GIRIS ve AMAC

Bobrek taglari, diinya genelinde eriskinlerin yaklasik %10’unu etkileyen yaygin bir
hastaliktir ve bu hastaligin goriilme sikhigi giderek artmaktadir[1]. Nefrolitiyazis olarak da
bilinen bobrek taslari, Kuzey Amerika’da %7 ila %13, Avrupa’da %S5 ila %9, Asya’da ise %1
ila %S5 oranlarinda goriilmekte olup, 6zellikle isvec, Kanada ve ABD gibi gelismis iilkelerde bu
oran %10’un iizerine ¢ikmaktadir [2]. Bu bolgelerde, son yirmi yilda bobrek tasi vakalarinda
%?37'den fazla artis kaydedilmistir [3]. Tas hastaliginin, kronik bobrek hastaligi (KBH) gelisme

riskini artirdigina dair kanitlar da giin gegtikge gliglenmektedir [4].

Bobrek tasi olan hastalarin yaklasik %50’sinin ilk bes ila on y1l i¢inde tekrar tag olusumu
nedeniyle saglik kuruluslarina bagvuruda bulundugu, yirmi yil i¢inde ise bu oranin %75°¢e
ulastigi goézlemlenmistir[5]. Ailede bobrek tasi dykiisii bulunmasi, geng yasta tas hastaligi
gecirilmesi, yiiksek viicut kitle indeksi (VKI), hipertansiyon gibi risk faktorleri ve beyaz irktan
olma, ge¢cmiste siipheli bobrek tasi atagi oykiisiiniin bulunmasi gibi durumlar niiks oranini
artirmaktadir[6]. Bobrek taslar1 genellikle yan agrisi, bulanti, kusma, idrarda kanama ve
ilerleyen donemlerde bobrek hasarina bagli bobrek kaybina kadar varabilen semptomlarla

kendini gosterir [7].

Bobrek taslarinin boyutu ve kimyasal yapisina bagl olarak farkh tedavi yontemleri
bulunmaktadir[8]. Gelisen tibbi teknoloji ile birlikte endoskopik cerrahi uygulamalari, tas
tedavisinde standart hale gelmistir[8]. Ancak, bu tedavi igin kullanilan cihazlar (kamera,
nefroskop, ureterorenoskop, C-kollu rontgen ve lazer gibi) saglik sistemlerine nemli ekonomik
yukler getirmektedir[8]. ABD’de iiriner sistem tas hastaliginin yillik maliyetinin iki milyar
dolara ulastig1 belirtilmektedir [8]. Bu nedenle, tas olusumunu 6nlemeye yonelik koruyucu

tedaviler giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir[8].



Dogal metilksantinler, 6zellikle kafein ve teofilin, bobrek fonksiyonlari tizerinde ¢esitli
etkiler gostermektedir [9]. Geleneksel olarak idrar ¢ikisini artirmak igin kullanilan bu maddeler,
hafif ditiretik etkiler sergileyerek tiibiiler sivi reabsorpsiyonunu engeller [9]. Kafeinin bobrek
tagt olusumunu engelleyici etkisine dair 2016 yilindan itibaren yapilan in vitro ¢alismalarda,
CaOx (kalsiyum oksalat) taslarmin olusumunu 6nleyici etkiler gozlemlenmistir[10]. Bu etkinin,
kalsiyum oksalat kristal baglayic1 proteinlerden biri olan Annexin Al’in hiicre yilizeyinden
uzaklagsmasini sagladigi ve boylece kristal baglanma riskini azalttigi diisiiniilmektedir[10]. Bu
mekanizma, kafeinin paradoksal bir sekilde idrardaki kalsiyum seviyesini artirmasina ragmen

tas olusumunu azaltabilmesinin bir a¢iklamasi olarak 6ne siiriilmektedir[10].

Bu ¢alisma, kafeinin bobrek tasi olusumuna karsi profilaksideki etkinligini ve Annexin
Al’in bobrek tasi patofizyolojisindeki roliinii arastirmay1 amaglamaktadir. Kafeinin bobrek tasi
olusumuna olan etkisinin anlasilmasi, tas hastaligmin 6nlenmesine yonelik yeni tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine katki saglayabilir. Bu calismanin bulgulari, kafeinin tas
olusumunu engelleme potansiyelini ve Annexin Al’in bu siirecteki roliinii ortaya koyarak,
bobrek sagligi alaninda koruyucu yaklasimlar i¢in bilimsel bir temel olusturmay1

hedeflemektedir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Uriner Sistem Taglarinin Epidemiyolojisi

Uriner sistem tas hastalig1 (iirolitiyazis), diinya ¢apinda yaygm bir saghk sorunu olup,
birgok tilkede goriilme oranlarinda artis yasanmaktadir[2],[13]. Bu hastaligin, farkl diizenlerde
ve yas gruplarinda yaygmligi ile dikkat cekmekte ve siklikla 20 ila 50 yas aras1 yetigkinlerde
gorilmektedir[5]. Erkeklerde kadinlardan daha yiiksek oranlarda goriilmekte olup, yillik

ortalama goriilme oraninda artis oldugu bildirilmektedir[2]. Cografi iklim ve iklim kosullarina



gore degiskenlik goOsteren bobrek tasmnin yayginligi, genetik yatkinlik ve yasam tarzi

unsurlarinin da dagilimi farkli toplumlarda farkli oranlarda gézlemlenmektedir [13].

ABD'de yapilan epidemiyolojik ¢alismalara gore, bobrek taglarinin goriilme orani yillar
icinde artis gostermistir [14]. 1970'lerden 2000'lere kadar olan veriler, bobrek tagmin giderek
daha sik ortaya c¢iktigini gostermektedir. Bu artig, gelismis yasam tarzi degisikligi, yiiksek
proteinli diyetler, artan tuz tiiketimi ve diisiik sivi alimi gibi faktorler baglanmaktadir[14].
Chewcharat ve Curhan'm (2021) ¢alismasi, 2007-2016 yillar1 arasinda ABD'de bobrek tasi
prevalansmin giderek arttigmi ve bu durumun saglik sisteminin ciddi bir yiik gosterdigini

gOstermektedir [2].

Avrupa'da da benzer bir artig gézleniyor[15]. Almanya'da yapilan arastirmalarda, 1979 ile
2000 yillar1 arasinda bdbrek taglarinin goriildiigii ve %60 oraninda goriildiigii belirlendi [15].
Almanya, Italya ve Ispanya gibi dénemlerdeki artis nedenleri arasinda, niifus yaslanmasi ve
artan saglik egitimi yer almaktadir[15]. Avrupa genelinde yapilan diger ¢alismalarda, sicak
iklim bolgelerinde yasayan bireylerde tas hastaliklarmin daha yaygin oldugu ve iklim

degisikliginin tas olusumunda etkili oldugunu vurgulamaktadir[13].

Asya kitasinda da triner sistem tas hastaligi yaygin olarak goriilmektedir[13]. Hindistan,
Pakistan ve Cin gibi diizenli bobrek taglarinin yaygmligi oldukga yiiksektir[13]. Hindistan'da
yapilan arastirmalar, sicak iklim, yetersiz su tiikketimi ve yiiksek oksalat iceren gidalarin yaygin
tiiketimi nedeniyle bobrek tasi hastaliklarmin siklagtigi goriilmektedir[13]. Diisiik sivi alimi ve

yliksek sicakliklarin, tag olusumundaki artista onemli bir rol oynadigi goriilmektedir[13].

Afrika kitasinda tas hastaliklarinin goriilme orani daha diisiik olmakla birlikte, iklim

degisikligi ve kentlesme nedeniyle gériilme oraninda bir artis gézlenmemektedir [13].

Uriner sistem tas hastalig: riski, cinsiyete ve yasa gore degisiklik gostermektedir [5].

Erkeklerde goriilme orani kadinlardan daha yiiksek olmasmna ragmen, menopoz sonrasi risk



artmaktadir[5]. Erkeklerde iiriner sistem tas hastaliginin yayginliginim yiiksek olmasi, hormonal
ve metabolik verilerle iligskilendirilmektedir[5]. Geng yaslarda bobrek tasi goriillme orani

diisiikken, 20 yasinda sonra bu oran hizla artmakta ve 30-50 yas arasinda zirveye ulasmaktadir
[2].

Obezite, metabolik sendrom, yetersiz fiziksel aktivite ve asir1 tuz tiiketimi gibi yasam
tarzinin bobrek tas1 hastaliginda biiyiik etkisi bulunmaktadir [14]. Modern yasam tarzina gegis,
ozellikle Bati toplumlarinda yiiksek proteinli ve oksalat bakimindan zengin besinlerin tiiketimi
artirtlmis ve bu durum driner sistem tas hastaligi riskini artirmistir[8]. Gilnlmizde
epidemiyolojik caligmalar, bu iilkede yalnizca yaygmnlhigimi agiklamalariyla ayni zamanda
yiiksek maliyet ve saglik sisteminin getirdigi yiikii de analiz etmektedir [16]. Uriner sistem tas
hastaliklarimin giderilmesi ve giderim maliyetlerinin yiiksek olmasi, bu sistematik kapsamli

gelisimi ortaya koymaktadir[16].

Diinya ¢apindaki tas hastaliginin goriilme sikligi artisi, bu alanda korunma ve tedavi
teknolojilerinin gelistirilmesinin artirildigini vurgulamaktadir[13],[16]. Epidemiyolojik veriler,
bobrek tasi hastaliginin diinyada onemli bir saglik sorunu haline geldigini ve bu sorunlarin

onlenmesi i¢in multidisipliner bir tedaviye ihtiyacin duyuldugunu géstermektedir[13], [16].

2.2. Tas Olusum Mekanizmalari

Uriner sistem taglarmin olusum mekanizmalari, gesitli biyokimyasal siireclerin karmasik
bir etkilesimine dayanir ve bu siire¢ler tasin olusumuna katkida bulunur[17],[18]. Tas
olusumunun temel siireci, idrarda belirli minerallerin doygunluk seviyesine ulasarak
kristallesmesi ve zamanla birleserek (agregasyon) biiyiimesidir[17] ,[18].Tas olusumu siireci,
kristal niikleasyonu, agregasyon, biiylime ve tasin iireterden gecemeyerek viicutta kalmasi gibi

asamalari igerir [17],[18].



2.2.1. Kristal Nukleasyonu

Kristal nukleasyonu, tas olusum siirecinin ilk asamasi olup, idrar i¢inde ¢6ziinebilen
tuzlarin belirli bir doygunluga ulastiginda kristal yapilar olusturmaya baslamasidir[17],[18]. Bu
strecte, kalsiyum oksalat, kalsiyum fosfat ve {irik asit gibi maddeler kristal yap1 olusturarak
niikleasyonu baslatir ve tas olusumunun ilk asamasini olusturur[17], [18]. idrarin pH degeri,
idrardaki iyon konsantrasyonu ve kristal inhibitorlerinin yetersizligi, ¢ekirdeklenme siirecini
etkileyen 6nemli faktorlerdir[17],[18]. Ozellikle asidik veya alkali idrar, belirli tir kristallerin
olusumuna neden olur [17];[18]. Uriner sistem taslarmm olusumu, karmasik biyokimyasal
sireglere dayanmakta ve ¢esitli genetik ve metabolik parcaciklarm iletisimi ile
gerceklesmektedir[17],[18]. Tas olusum siirecinde, belirli minerallerin doygunluga ulasip
kristallesmesi ve siirekli kiimelenmeler (birlesmeler) olusturmasiyla tas haline gelmesi
g6zlemlenir [17],[18]. Bu sureg, kristallerin niikleasyonu, toplanmasi, biiyiimesi ve tireterden

taginmasi gibi agsamalar1 icermektedir [17],[18].

2.2.2. Kristal Agregasyonu ve Buyumesi

Kristal ¢ekirdeklerinin olusumundan sonra, kiigiik kristallerin bir araya getirilmesi daha
biiyiikk yigin olusturmasiyla agregasyon asamasi gerceklesir[17],[20]. Agregasyon sirasinda
kristallerin bir araya gelerek tas haline gelmesi, inhibitér proteinlerin eksikligi ile kolaylasir
[17],[20]. Kristal buylimesinde sitrat, magnezyum ve diger inhibitor maddeler rol oynar; bu

eksiklik, kristallerin hizlanmasina ve tas olusumuna yol agar[17],[20].



2.2.3. Hiicresel Diizeyde Tas Olusumu

Epitel agikliklar1 bobrek tast olusumunda 6nemli diizeyde bir rol oynar[17], [21]. Epitel
hiicrelerinin hasar gérmesi, kristallerin bobrek dokusu yiizeyine yapismasini kolaylastiran bir
ortam olusturur [17], [21]. Ozellikle bobrekteki serbest oksijen radikallerinin artis1 ile olusan

oksidatif stres, hiicre hasarini arttirarak tas olusumuna katki saglar [21].

2.2.4. Doygunluk ve Stpersatiirasyon
Idrar, belirli mineraller agisindan doygunluk noktasina ulastiginda, yani siipersatiirasyon
gergeklestiginde, bu mineraller ¢ozeltide ¢oziinmeyip birleserek kristallerin olugsmasima ve tas

haline gelmesine neden olur [15],[18].

Stipersatiirasyon, belirli minerallerin (6rnegin, kalsiyum, oksalat ve fosfat) asir1

miktardaki bilesenin kristallesme riskini arttirir [15], [18].

Diisiik s1v1 alimi veya asir1 dalgalanma gibi kosullarin yogunlagsmasina yol agan tag

olusumu riskini arttirir [15],[18].



2.2.5. Genetik ve Metabolik Faktorler

Tasin olusumundaki genetik gidisatin 6nemi giderek daha iyi anlagilmaktadir [3],[6]. Bazi
bobreklerinde tas olusumuna yatkinlik gosteren genetik ve metabolik bozukluklar, tas
olusumu riskini artirmaktadir [3],[6]. Hiperoksaliri (yuksek oksalat), hiperkalsitri (yuksek
kalsiyum) ve iirik asit metabolizma bozukluklar1 gibi genetik yatkinliklar, tas olusumu riskini

artirmaktadir [3], [6].

2.2.6. Oksidatif Stresin Rolu

Oksidatif stresin bobrek tas1 olusumundaki rolii, son yillarda yapilan incelemelerle daha
iyi anlasilmistir [17], [21]. Serbest radikallerin hiicre hasarmi tetikleyerek, bobrek taslarmnimn
olusumuna neden olabilir [17], [21]. Oksidatif stres, 6zellikle kalsiyum oksalat taslarinin

olusumunda 6nemli bir faktor olarak goriilmektedir [17], [21].

2.2.7. Diyet ve Yasam Tarz1 Faktorleri

Diyet ve yasam tarzi 6zellikleri, {iriner tas hastaliginin 6nemli tetikleyicilerindendir [20],
[22]. Yiiksek proteinli, tuzlu ve oksalat agisindan zengin yiyeceklerin tiiketimi tas olusumu
riskini azaltabilir [20], [22]. Ornegin, kirmiz1 et, 1spanak, cikolata ve kabuklu yemisler gibi
gidalar tag hastalig1 i¢in risk faktoridir [20], [22]. Diisiik sivi alimi, 6zellikle sicak iklimlerde

yasayan bireylerde tas olusumu riskini arttirir [20], [22].

2.2.8. inhibitér ve Promoter Maddeler

Idrarda bulunan ¢esitli maddeler, tas olusumunu engelleyen inhibitérler ya da tas
olusumunu tesvik eden promoterler olarak islev goriir [23], [24]. Ornegin, sitrat ve olusum tas
olusumunu o6nleyici inhibitdrlerdir ve bu eksikliklerin tag olusumuna yatkinlig1 ayarlanabilir
[23], [24].Buna karsilik kalsiyum, oksalat ve tirik asit gibi maddelerin taglanmasini tesvik eder
[23], [24]. Viicut pH seviyesi de tas olusumunda 6nemli bir faktordiir; belirli bir pH araliginda

bazi minerallerin ¢okme riski artar [23], [24].



Uriner sistem taslarinin olusum oranlari, genetik, metabolik faktorlerinin karmasik bir
aktarimini igerir. Bobrek taslarinin olusma siirecinin ortaya konulmasi, bu alanda tedavi ve

onleme yontemlerinin gelistirilmesine katki saglamaktadir.

2.2.9. Annexin A 1 kristal baglayici protein

Annexin Al, bobrek tasi olusumunda rol oynayan bir protein olup, kristal bilesenlerin
baglanmasinda ve tas olusumunda 6nemli bir islev iistlenir [10].Bu protein, kristallerin hiicre
yiizeyine baglanmasini saglayarak tas olusumu siirecinde kritik bir rol oynar [10].Kristallerin
hiicre yiizeyine tutunmasi, bobrek taginin biiylime siirecinde 6nemli bir asamadir ve Annexin

Al'in bu siiregte aktif bir protein oldugu gériilmektedir [17] [10].



2.2.9.1 Annexin A1'in yapisi ve islevi

Annexin Al, fosfolipitlerle etkilesime giren bir protein ailesine aittir ve hiicre zar1 ile
giiclii bir baglant1 saglar [10]. Bu protein, kalsiyuma bagimli yapisiyla dikkat ¢eker. Stres
durumlarinda aktif olarak hiicre zarindan ayrilabilir. Bununla birlikte, kristallerin hiicre
pargalaria baglanmasini kolaylastirarak tag olusum siireclerinde dnemli bir rol oynayabilir.
Annexin Al'in bu 6zellikleri, 6zellikle bobrek tasi patofizyolojisinde dikkat ¢eken
mekanizmalardan biri olabilecegi diistiniilmektedir [10]. Annexin A1, Kristallerin hiicre
boliimlerine tutunmasini kolaylastirarak tas olusumunda kritik bir rol oynar. Bobrek tasi
hastalarinda Annexin Al'in agir1 ekspresyonu, kristallerin hiicre pargalariyla etkilesimini
artirarak bu siireci destekler. Ozellikle, kristallerin hiicre yiizeylerine baglanmasi ve taglarin
biiylimesi, Annexin Al'in bu etkisiyle iligkilendirilmistir. Bu durum, bobrek tasi
patogenezinde Annexin Al'in dnemli bir hedef olarak incelenmesi gerektigini

diistindiirmektedir[10].
2.2.9.2.Annnexin Al ve Kristal Baglanma Mekanizmasi

Kristallesme siireci, bobrek tasi olusumunun erken asamalarindan biridir. Annexin Al,
kalsiyum oksalat gibi tas tiirii kristallerin hiicre gelisimini kolaylastirarak kristal biiytimesini
ve agregasyona katki saglar [10]. Epitel degisiminde bulunan Annexin Al, kristallerin
baglanabilecegi bir "¢apa" gorevine gore tas olusumunun hizlanmasina ve daha biiyiik taglarin

blyimesine yol acar[10],[17].
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2.2.9.3 Annexin Al ve Kafein Etkilesimi

Son yillarda yapilan bazi ¢caligsmalar, kafeinin Annexin Al proteini lizerinde etkili
olabilecegini gostermistir. Kafeinin, Annexin Al proteinini sitoplazmaya tasiyarak hiicrenin
membranindan uzaklastidig1 ve boylece kristal baglantisint korudugu ileri striimektedir.
Annexin Al'in hiicrenin membranmdan uzaklastirilmasi, kristallerin hiicrelere tutunmasini
engelleyerek bobrek tagi olusumunun etkiledigi diistiniilmektedir[10]. Kafeinin bu etkisi, tas

olusumunu o6nleyici potansiyel tedavilerde dikkate almir [10].

2.2.9.4 Annexin Al'in Oksidatif Stres Yamiti

Oksidatif stres, tas hastaliginin olusumunda 6nemli bir faktérdiir ve Annexin Al'in kristal
baglanmasinda rol oynar[17], [21].Serbest radikallerin artisi ile olusan oksidatif stres,
Annexin Al'in hiicrede daha aktif hale gelmesine yol acan kristal boliinmelerin arttirilmasini
saglar[21] ,[17]. Hiicrelerdeki oksidatif stres diizeyi, bobrek tasi olusumu i¢in bir risk faktorii
olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle Annexin Al'in oksidatif stres reaksiyonu, bdbrek

taglarinim olusumunda 6nemli bir arastirma alani olusturmaktadir [17], [21] .

2.2.9.5 Annexin Al'in Genetik Ekspresyonu ve Tas Olusumuna Yatkinhk

Annexin Al'in ekspresyonu, genetik faktorlerden etkilenebilir ve bazi bireylerde daha
yuksek oranda bulunabilir [3]. Yiksek Annexin Al seviyeleri, bébrek epitelinin kristal
yapisinin artmasi ve tas olusumu riskinin artmasina neden olabilir [3]. Genetik yatkinlik ve
Annexin Al ekspresyonu arasindaki iligki, bireyler arasi bobrek tast olusum oranlar1
degisebilir [3]. Genetik olarak yiiksek Annexin Al ekspresyonuna sahip bireyler, tas hastaligi

agisindan daha yiiksek risk altinda olabilir [3].
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2.2.9.6 Annexin Al'i Hedefleyen Potansiyel Tedavi Yontemleri

Annexin Al'in kristal baglanma siirecindeki rolii, tas olusumunu 6nleyici tedavilerde bu
proteinin hedeflenmesi agisindan énem tasir [10], [25]. Ozellikle kafein gibi Annexin Al'i
hiicreden uzaklastirilabilen maddeler veya protein bazli terapiler, tas olusumunun saglanmasi
i¢in olasi tedavi yontemleri sunmaktadir [10], [25]. Annexin A1'i ayirma tedavi aragtirmalart,

bobrek tasi tedavisine yeni bakis agilari kazandirilabilir [10], [25].

Annexin Al, bobrek tasi olusumunda 6nemli bir kristal baglayici protein olarak islev
gormektedir. Annexin Al'in roliiniin daha iyi anlagilmasi, bobrek taglarini 6nleme ve tedavi

etme i¢in yeni ¢6zlim yollarinin gelistirilmesine olanak saglayabilir.
2.3. Tas Olusumunu Onleme ve Tedavi Yontemleri

Bobrek taglarinin tedavisi ve bakimi, tasinan kimyasal yap1 ve bireysel saglik durumu ile
yasam tarzina bagl olarak ¢esitli stratejilerle gerceklestirilmektedir [14]. Tas hastaligiin
tedavisinin temel amaci, tag olusumunun engellenmesi ve mevcut taglarin giivenli bir sekilde
ortadan kaldirilmasidir [14]. Bu boliim, tas olusumunu 6nleme ve tedavi yontemleri,
farmakolojik tedaviler, diyet ve yasam tarzi degisiklikleri, bitkisel ve cerrahi tedaviler olarak

dort ana baslik altinda incelenecektir.

2.3.1. Farmakolojik Tedavi Yéntemleri
Farmakolojik tedaviler, bobrek tasi olusumunun 6nlenmesi veya mevcut kalintilarin
eritilmesi amactyla kullanilan bakimlar1 igerir. Bu hizmetlerin, pH'sin1 diizenlemek, tas

olusumunu engellemek veya tag bilesenlerinin atilimini en aza indirmek amactyla kullanilir

[24].

e Potasyum Sitrat : Hipositratirik olarak kullanilan bu ilag, idrarin alkalilesmesini

saglayarak kalsiyum oksalat ve tirik asit taglarinin olusum riskini azaltir [23], [26].
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Tiyazid Diuretikler : Hiperkalsitrisi olan hastalarda idrar kalsiyum seviyesini
diisiirerek etkili olabilir. Bu ilaglar distal tiibiillerde kalsiyum geri emilimini artirir ve
boylece hiperkalsiiirinin neden oldugu tas olusumu riskini azaltir. Ozellikle oksalat

taglarinin olusum riskini diigiirme konusunda faydalidirlar [24].

Allopurinol : Urik asit iiretimini azaltmak i¢in kullanilan bir ilagtir. Ksantin oksidaz
enziminin inhibitori olarak ¢alisir, bu da hipoksantin ve ksantinin iirik aside
doniisiimiinii engeller. Ozellikle {irik asit taglarinin énlenmesinde ve iirik asit

metabolizmasi ile ilgili hastaliklarin (6rnegin, gut) tedavisinde etkilidir. [14].

Antibiyotikler ve Alkali Tedavisi : Striivit taglarinin tedavisinde énemli bir rol oynar.
Striivit taglar1 genellikle lireyi pargalayan bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar
sonucu olusur. Antibiyotikler, bu bakteriyel enfeksiyonu kontrol etmek i¢in kullanilir.
Ayrica, idrar pH'sini1 alkali seviyeye ¢ikarmak amaciyla bikarbonat veya sitrat
kullanilarak tag olusumunun 6nlenmesine yardimci olunur. Bu yaklasim hem mevcut
taglarin ¢oziinmesine hem de yeni tas olusumunun engellenmesine katkida bulunabilir

[14].

2.3.2. Diyet ve Yasam Tarz1 Degisiklikleri

Diyet ve yasam tarzi degisiklikleri, bobrek tasi hastaliklarinin 6nlenmesinde en etkili

stratejilerdendir. S1vi alimi, beslenmenin ¢ogalmasi ve bazi yiyeceklerin tiikketimi, tas olusum

riski potansiyeli tasimaktadir [22], [27].

Bol Su Tuketimi: Yetersiz su tiiketimi, tas olusumu riskini arttirir [22]. Glinde en az

2-3 litre suyun tiiketilmesi, kristallesme riskini azaltmaktadir [22].

Diisiik Oksalat iceren Diyet: Kalsiyum oksalat tasi olusumunun 6nlenmesi amaciyla,
oksalat agisindan zengin yiyeceklerin (1spanak, pancar, ¢ikolata, ¢ay) tiiketimi

sinirlandirilmalidir [24]
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Tuz ve Protein Ahminin Siirlandirilmasi: Tuz ve protein aliminin
smirlandirilmasi, tag olusumunu 6nlemek i¢cin 6nemli bir stratejidir. Yiiksek miktarda
tuz tiiketimi, idrarda kalsiyum atilimini artirarak tag olusumu riskini yiikseltir. Y lksek
proteinli diyetler ise iirik asit diizeylerini artirabilir [27]. Bu nedenle, 6zellikle kirmizi

et gibi protein agisindan zengin gidalarin asir1 tiikketiminden kaginilmalidir [27].

Kalsiyum Tuketiminin Dengelenmesi: Asir1 miktardaki kalsiyum tas riskini
artirabilirken, yetersiz miktarda alim da oksalat taglarina kars1 oksalat taslarina karsi

risk olusturabilir [23].

2.3.3. Bitkisel Tedavi ve Fitoterapi

Geleneksel bitkisel tedaviler ve fitoterapi, bobrek taslarin 6nlenmesi ve tedavisinde eski

caglardan beri kullanilmaktadir.

Cynodon dactylon (Koépek Disi Cimi) : Hayvan caligmalarinda, Cynodon
dactylon'un bobrek tasi olugsmasini 6nleyici etkiler goriilmiistiir. Bu bitki, ditiretik ve

antioksidan 6zellikleriyle bobrek taglarmin olusumunu engelleyici etki gostermektedir

[1], [28].

Nar Suyu: Antioksidan 6zellikleri ile bilinen nar suyu, etilen glikol ile induklenen
hayvan modellerinde bobrek tasi olugsmasini nleyici etkiler gostermistir. Serbest

radikallerle savasarak oksidatif stresi azaltir ve tas olusumu riskini azaltir [29].

Fitoterapik Kombinasyonlar: Bazi bitki 6zleri birlestirilerek tas tedavisiyle
kullanilmakta ve etkili sonuglar vermektedir. Ornegin, Hygrophila spinosa gibi bazi

bobrek tast olusumunu engelleyici etkiler gosterdigi gosterilmistir [30].
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2.3.4. Cerrahi Tedavi Yontemleri
Biiyiik veya ilagla tedavi edilemeyen taslar i¢in cerrahi miidahale gereklidir. Cerrahi

teknikler tagin yerlesimi, boyutu ve yapisina bagl olarak degismektedir.

e Sok Dalga Litotripsi (ESWL) : Bobrek taslarinin viicut disindan yiiksek enerjili sok
dalgalari ile kirilmasidir. Taglarin pargalanarak Uriner yoldan atilmasini saglar ve

invaziv olmayan bir yontemdir [14].

« Ureteroskopi ve Lazer Litotripsi : Ureter veya bobrek igindeki taslarm endoskopik
olarak lazer ile kirilmasidir. Ozellikle orta ve kiigiik boyutlu taslar igin tercih edilen

minimal invaziv bir yontem olarak kullanilmaktadir [31].

o Perkitan Nefrolitotomi (PCNL) : Biiyiik taslarin cerrahi olarak ¢ikarilmasi amaciyla
kullanilan bir tekniktir. Bobrege cilt {izerinden kii¢ilik bir delik agilarak ulagilmasi ve
taslarin dogrudan ¢ikarilmasi islemidir. Biiyiik taslar i¢in tercih edilen etkili bir

yontemdir [31].

e Acik Cerrahi: Giiniimiizde nadiren kullanilan bir prosediir; ancak biiyiik ve karmasik

taglarin ¢ikarilmasinda tercih edilebilir [31].
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2.4 Kafein

Kafein, giinlimiizde kahve, ¢ay, kola ve ¢ikolata gibi gidalarda yaygin olarak bulunan bir
alkaloiddir ve merkezi sinir sistemi tizerindeki uyarici etkisiyle bilinir [20]. Sinir sistemi
izerindeki bu etkisi, kafeini cogu birey i¢in uyanikligi artiric1 ve yorgunluk azaltici bir madde
haline getirmektedir [25]. Bununla birlikte, kafeinin bobrek tasi hastalig ile iliskisi ¢ift
yonliidiir; yani kafein hem tas olusumunu artirict hem de 6nleyici etkiler gosterebilir [10].
Kafeinin bobrek tas1 olusumu iizerindeki etkisi, tiikketim miktar1 ve sikligina bagli olarak
degisiklik gosterebilir ve idrar bilesimi ile tas olusum mekanizmalarina etkisi agisindan 6nem

tagir [18].

2.4.1. Kafeinin Tas Olusumunu Artiric1 Etkileri
Yiiksek dozda kafein tiiketimi, bobrek tasi olusumuna katkida bulunabilecek bazi
biyokimyasal degisimlere yol acabilir. Bu etkiler arasinda idrarda kalsiyum ve oksalat

seviyelerinin artis1 onemli yer tutmaktadir [20].

o ldrarda Kalsiyum Artist: Yiiksek miktarda kafein tiiketimi, idrarla kalsiyum
atilimini artrabilir. Cesitli calismalarda, kafein alimiyla birlikte idrarla kalsiyum
atiliminin yaklagik %30 oraninda arttig1 ve bu durumun kristallesme siirecini
hizlandirabilecegi gosterilmistir [20]. Kalsiyum oksalat taslari, kalsiyumun yiiksek
seviyelerde bulunmasi durumunda olugma egilimindedir ve yiiksek kafein tiiketimi,

kalsiyum oksalat taglarinin olusum riskini artirabilir [18].

« Idrarda Oksalat Artis1: Kafein, oksalat metabolizmasini da etkileyerek idrardaki
oksalat seviyelerini artirabilir [18]. Kalsiyum oksalat taglar1 en yaygin bobrek taslari
arasinda yer almakta olup, kalsiyum ve oksalatin yiiksek seviyelerde birlesmesi bu
taglarm olusum riskini artirir [17]. Ozellikle yiiksek kafein aliminin oksalat

seviyelerini yiikselttigi ve tag olusum siirecini hizlandirdig: diisiiniilmektedir [18].
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2.4.2. Kafeinin Tas Olusumunu Onleyici Etkileri

Kafeinin, diisiik dozlarda ve diizenli olarak tiiketilmesi bobrek taglarmin olusumunu
Onleyebilecegi gosterilmistir [10]. Kafeinin tas olusumunu 6nleyici etkileri, 6zellikle Annexin
A1l gibi kristal baglayic1 proteinlerin hiicre ylizeyinden uzaklastirilmasi gibi mekanizmalara

dayanmaktadir [10], [32].

e Annexin Al'in Yiizeyden Uzaklastirilmasi: Yapilan ¢aligmalara gore, kafein
Annexin Al kristal baglayici proteinini hiicre ylizeyinden uzaklastirarak bobrek tasi
olusum riskini azaltabilir [10]. Annexin Al proteini, kristallerin hiicre yiizeyine
baglanmasima etki ederek tas olusum siirecinin ilk asamalarinda rol oynar [10], [32].
Kafein, Annexin A1’in hiicre ylizeyinden sitoplazmaya c¢ekilmesini saglayarak
kristallerin hiicre yiizeyine baglanmasini engeller ve bu sekilde tas olusumunu

engelleyebilir [25].

o Didretik Etki: Kafein ayn1 zamanda idrar akisini artirarak bobreklerde idrarin daha
hizli gegmesini saglar [25]. Bu diiiretik etki, idrar yogunlugunu azaltarak kristallesme
riskini diisiirebilir; ancak bu etkinin tas olusumunu engelleyici olup olmadigi tam
olarak kanitlanmamistir[25]. Diger yandan, diisiik kafein aliminin bobrek taslarina

kars1 koruyucu olabilecegi diisiiniilmektedir [32].
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2.4.3. Doza Bagh Etki ve Giinliik Kafein Tiiketimi

Kafeinin bobrek taglar1 izerindeki etkisi, tiiketim miktarina bagl olarak degisiklik
gosterir [20]. Yapilan arastirmalara gore, diisiik veya orta diizeyde kafein tiiketimi (glinde
yaklagik 200-400 mg) bobrek sagligi agisindan zararl kabul edilmezken, asir1 miktarda kafein
tiikketimi (glinde 500 mg ve lizeri) idrardaki kalsiyum ve oksalat seviyelerini artirarak tas
olusum riskini yiikseltebilir [33]. Kafein alim1 ve bobrek tasi iliskisini inceleyen ¢alismalar,
kafeinin kontrollii tiikketiminin tag olusumunu engelleyebilecegini; ancak yiksek doz

tilketiminde bobrek sagligi agisindan risk olusturabilecegini gostermektedir [20].

2.4.4. Kafein ve Bobrek Tas1 Tiirleri
Kafeinin bobrek tasi tiirleri iizerindeki etkisi de 6nemli bir aragtirma konusudur.
Kalsiyum oksalat taslar1 en yaygin bobrek taslar1 arasinda yer aldigi i¢in kafein, oncelikle bu

taglarin olusumu agisindan incelenmistir[17].

o Kalsiyum Oksalat Taslari: Kafein tiikketimi, idrarda kalsiyum atilimini artirarak
kalsiyum oksalat taslar1 agisindan risk olusturabilir. Bu risk, kafein tiiketim diizeyine
bagli olarak degisiklik gostermektedir [17]. Diisiik diizeyde kafein tiiketiminin bu tiir
taslar i¢in yiiksek bir risk olusturmadigi, ancak yiiksek dozda alimin risk

yaratabilecegi belirtilmektedir [17].

o Urik Asit Taslan: Kafein, idrarm asitlik derecesini degistirerek iirik asit tast
olusumuna dolayli yoldan etki edebilir [17]. Dogrudan bir etki mekanizmasi heniiz
tam olarak agiklanamamis olup, kafeinin idrar pH’s1 tizerindeki etkisinin bu tas tiirleri

icin 6nem tasidig1 diisiniilmektedir [10].
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2.4.5. Kafein ve Genetik Faktorler

Bireyler aras1 genetik farkliliklar, kafein metabolizmasini ve bobrek taslari iizerindeki
etkisini degistirebilir [6]. Bazi1 bireylerde kafein metabolizmasi daha yavas oldugundan, bu
durum idrardaki kalsiyum seviyelerinin daha uzun siire yiiksek kalmasina neden olarak tas
riskini artirabilir [6]. Genetik yatkinlik ve kafein metabolizmasi arasindaki bu iliski, 6zellikle

ailesinde bobrek tasi gegmisi olan bireylerde daha yiiksek riskle sonuglanabilir [6].

2.4.6. Klinik Oneriler ve Kafein Tlketiminin Diizenlenmesi

Kafein tiikketimi ile bobrek taslar1 arasinda ¢ift yonlii bir iliski bulunmakta olup, bu
iliskinin doza bagli olarak degisiklik gosterdigi bilinmektedir [20]. Klinik dneriler
dogrultusunda, tas hastaligi riski tasiyan veya bobrek tasi gegmisi olan bireylerin kafein

tiiketimini kontrollii bir sekilde yapmalar1 6nerilmektedir [25].

o Kafein Tiiketim Miktari: Genelde giinde 200-400 mg arasinda bir kafein tiiketimi
saglikli bireyler i¢in giivenli kabul edilirken; tas hastali1 riski bulunan bireylerde bu

miktarin azaltilmasi tavsiye edilmektedir [20].

e Bireysel Durum ve Doktor Kontroll: Kafein tiiketim miktari, bireysel duruma gére
doktor kontroliinde ayarlanmalidir. Ozellikle bobrek tasi hastalar1 veya genetik

yatkmligi olan kisiler, kafein alimimi sinirlandirmalidir [6].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Calismamizda 8-10 haftalik ortalama 300+25 gr agirhiginda toplam 36 adet eriskin disi
Wistar tipi ratlar kullanild1. Etik kurul izni alindiktan sonra ratlar Bolu Abant izzet Baysal
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilerek
deneyimiz ayn1 merkezde gergeklestirildi. Ratlar laboratuvarda 35 giin boyunca 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde oda sicakliginda (25°C) ad libitum beslendi. Bes ayri
kafese her grupta on iki rat olacak sekilde yerlestirildi. Beslenmeleri standart laboratuvar yemi

ve suyu ile saglandi.

Sekil 1: Wistar tipi erigkin ratlar
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3.2. Deney Protokol

Ratlar gruplar aras1 agirlik dagilimi birbirine yaklasik olacak sekilde 36 hayvan 3 gruba

ayrildi.

Tablo 1: Ratlarin ortalama agirhklar

Gruplar Ortalama rat agirhklar
I. Grup 285+35 gr

Il. Grup 300420 gr

1. Grup 290£25 gr

1. Grup (Kontrol grubu): Sadece distile su verildi.

2. Grup (Etilen Glikol grubu): Distile su icinde %0,75’lik etilen glikol iceren diyet
verildi.

3. Grup (Etilen Glikol + Kafein grubu): Distile su igcinde %0,75’lik etilen glikol ve 10
mg/kg/gln kafein iceren diyet verildi[34],[35],[36]. 250 gramlik bir fare igin kafein
dozu, uygulanan ratlara dozluk ¢evrimi yapilan viicut yiizey alan1 (BSA) normalizasyon
yontemi kullanilarak hesaplanmistir. FDA tarafindan 6nerilen Km kapasitesine gore,
insan i¢in 37 ve sigan i¢in 6 degeri kullanilmigstir. 250 gramlik bir si¢an i¢in toplam doz

araligi 14,61 + 4,74 mg olarak hesaplanmistir[35].

) . Animal Km
HED(mg/kg) = Animal dose(mg/kg) multiplied by T——

Viicut Yiizey Alanina Dayah Doz Cevirisi Formiilii[35][37].
35 gunin sonunda ratlar metabolik kafeslere yerlestirilerek 24 saatlik idrarlar:

toplandi. Daha sonra ketamin/ksilazin 80/12 mg/kg dozunda intramuskuler yoldan verilerek



sakrifiye edildi. Her bir rattan intrakardiyak 5cc kan 6rnegi sar1 kapakli biyokimya tuptine

alind1. Doku analizi amaciyla biitiin ratlarin her iki bobregi formaldehit dolu kaplara alind1.

Sekil 3: Sakrifiye edildikten sonra alinan bobrek

21
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% Serum elektrolit ve toplam antioksidan seviyelerinin belirlenmesi
Biyokimya tiiplerine alinan kan 6rnekleri pihtilagmasi i¢in 20 dk bekletildi. Pihtilagsma
tamamlandiktan sonra 10 dk 1500 g’de santriftij edilerek serumlar1 ayrildi. Ayrilan serumlar
ependorf tiiplerine aktarilarak -80 C’de analiz giinline kadar saklandi. Analiz giinii tim
ornekler ayni anda ¢ozdiiriilerek Jaffe yontemi ile kreatinin, glutamat dehidrogenaz metodu
ile Ure, izositrat dehidrogenaz yontemi ile magnezyum, arsenozo-I1l1 yontemi ile kalsiyum ve
ISE yontemi ile klor, potasyum, sodyum diizeyleri ticari olarak miimkiin kitler kullanilarak

Abbott Architect c-16000 otoanalizriinde ¢aligildi.

« Idrar numunelerinin toplanmasi ve degerlendirilmesi
Toplanan idrar 6rneklerinin volumleri dereceli silindir ile hacimleri 6l¢ildu ve iki farkl
ependorf tiipiine steril pipetler kullanilarak 6rnek alindi ve asit eklenerek -80 C’de saklandi.
Kalan idrardan pH, kristal yogunlugu ve 16kosit sayimi Sysmex UF-5000, UC-3500, UD-10
(Sysmex Corporation, Kobe, Japonya) yapild: ve sonuclar not edildi. Kalan 6rneklerden
izositrat dehidrogenaz yontemi ile magnezyum, arsenozo-I1l1 yontemi ile kalsiyum ve
turbidimetrik yontem ile idrar protein diizeyleri ticari olarak miimkiin kitler kullanilarak

Abbott Architect ¢c-16000 otoanalizoriinde ¢aligildi.

% Histopatolojik inceleme
Histomorfolojik inceleme i¢in ratlardan elde edilen bobrek dokular1 %10°luk
formalin i¢inde fikse edilmistir. Bobrek dokular1 hilustan gegecek sekilde kesilerek en genis
ylizeyleri goriilecek sekilde doku takibine alinmistir. Doku takibi sonrasinda parafin bloklara
gomiilmiistiir. Hazirlanan parafin bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-
eozin boyasi ile boyanmistir. Tiim kesitler LEICA DM 2000 LED marka 151k mikroskobunda

degerlendirilmistir.

Bobrek dokusunun histopatolojik incelemesinde tubul morfolojisi (tubuler atrofi, tubul

dilatasyonu, tubul epitel hicresinde sitoplazmik vakuolizasyon, tlbdler nekroz), vaskuler
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konjesyon, interstisyel inflamasyon ve tubuler kristal olusumu agisindan 11k mikroskobunda
degerlendirilmistir [38], [39], [40]. Morfolojik bulgular 0-3 (0: hasar yok, 1: hafif hasar, 2:

orta derecede hasar, 3: siddetli hasar) arasinda semikantitatif olarak skorlanmistir[40].

Annexin Al (MRQ-3) antikoru (221M-14, CELL MARQUE, Rocklin, CA- USA) ile
1:100 antikor diliisyonu ile 100 dakika antikor inkiibasyonu uygulanmistir. Antijen Retrieval
yontemi i¢in LEICA/ Bond Epitope Retrieval 2 RTU (EDTA) ile 40dk ER2 Standart
protokolii uygulandi. Sekonder goriintiileme i¢in LEICA Biosystems, Newcastle upon Tyne —
UK firmasindan tedarik edilen DS9800 LEICA/ Bond Polymer Refine Detection DAB Kit,
Standart IHC Protokolii uygulanmistir. Tiim islemler Leica Bond III Fully Automated IHC
and ISH Staining System cihazinda yapilmistir. Immunohistokimyasal boyanmanin
incelenmesinde tubulointerstisyum ve glomeriillerdeki sitoplazmik boyanma dikkate alinarak
degerlendirme yapilmistir [40]. I¢ pozitif kontrol olarak vaskiiler yapi, dis pozitif kontrol
olarak meme kanseri kullanilmistir. Annexin Alboyanmasi O0:negatif (<%10), 1: zayif pozitif
(%10-25), 2: orta derecede pozitif (%26-75), 3: siddetli pozitif (>%75) arasinda semikantitatif
olarak skorlanmustir[41] .

Hematoksilen-eozin ve Annexin A1’e ait kesitler INFINITY 3 ANALYZE Release 6.5

gorintuleme sistemi ile fotograflanmustir.

% Istatiksel Analiz

Calisma sonucu elde edilen verilerin istatiksel analizi 6ncesi, verilerin normal dagilim
gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. Normal dagilim gdsteren
degiskenlerde tanitici istatistik olarak ortalama + standart sapma, normal dagilim géstermeyen
degiskenlerde ortanca deger (en kiigiik deger — en biiyiik deger) kullanildi. Grup
karsilastirmalarinda normal dagilim gosteren degiskenlerde ANOV A ve post-hoc test olarak

Tukey testi, normal dagilim gostermeyen degiskenlerde Kruskal Wallis testi, post-hoc test



olarak da Mann-Whitney U testi kullanild1 ve Bonferroni diizeltmesi yapildi. Kategorik

degiskenlerin analizinde Ki-kare ve Fisher’s Exact Test kullanildi.

P<0.05 istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak belirlendi.

4. BULGULAR

4.1. Serum Biyokimyasal Parametrelerin Karsilastirilmasi

24

Serum analizinde, serum kreatinin ( p=0.010 ) ve magnezyum ( p=0.010 ) diizeylerinde

gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edildi. Etilen glikol grubunda kreatinin ve magnezyum

degerlerinin kontrol grubuna goére yiiksek oldugu, Etilen glikol+kafein grubunda ise bu

parametrelerin diizeyinin azaldig1 gézlendi (Tablo 2).

Tablo 2: Gruplarin serum parametrelerine gore karsilastirilmasi

Etilen
Kontrol Etilen Glikol |Glikol+Kafein *p
Ure(ortalama + SS) 40,4166,708 45+7,576 42,25+5,675|0.444
Kreatinin(ortalama + SS) 0,435+0,029| 0,484+0,042 0,43+0,030(0.010
Klor(ortalama + SS) 102,385+1,477|102,902+2,251 102,310+2,245|0.895
Magnezyum(ortalama * SS) 1,9925+0,208| 2,470+0,658 2,234+0,127|0.010
Potasyum(ortalama + SS) 5,178+0,463| 5,887+0,887 5,537+0,566 | 0.067
Kalsiyum(ortalama £ SS) 9,883+0,406| 10,081+0,611 9,683+0,189|0.170

*:p degerleri, Kruskal-Wallis Test sonuglarindan elde edilen p degerleridir.
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4.2. idrar Parametrelerinin Karsilastirilmasi

Idrar parametrelerinde gruplar arasinda farklar anlamlilik géstermedi( p>0.05 , Tablo 3).

Tablo 3: Gruplarin idrar parametrelerine gore karsilastirilmasi

Etilen
Kontrol Etilen Glikol Glikol+Kafein *p
Hacim (ortalama + SS) 16,25+9,450| 25,333%£11,547 23,75+12,864 |0.071
Ph(ortalama + SS) 8,625+0,569 8,833+0,577 9+00.067
Lokosit Miktari(ortalama + SS) 2,658+1,953 4,316+4,594 3,766+3,257 | 0.684

Kristal Miktari(ortalama + SS) 65,216+77,668| 69,983+75,148| 200,958+515,201|0.611

Kalsiyum Miktari(ortalama + SS) 16,958+6,337 13,3+4,091 11,558+4,167|0.063

Protein Miktari(ortalama + SS) | 720,25+256,012 | 550,833+263,523 524,591+166,502 | 0.106

*:p degerleri, Kruskal-Wallis Test sonuglarindan elde edilen p degerleridir.
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Gruplara gore histopatolojik mikroskobik gorintiler

SEKIL 4: Kontrol grubu: Normal tubul yapilar1 (a: HEX40, b: HEX400), Etilen glikol
grubu: tubullerde atrofi ve dilatasyon bulgular1 mevcut (c: HEX40, siyah ok), tubul igerisinde
blyilk boyutlu kristaloid mevcut (d: HEX400, siyah ok), Kafein grubu: Tubullerde hasar

belirgin degil (e: HEX40, f: HEX400)

SEKIL 5: Kontrol grubu: Anneksin A boyanmasi, glomeriilde (a:X400), toplayici duktus ve
interstisyumda (b:X400), Etilen glikol grubu: Anneksin A boyanmasi glomeriilde (c¢:X400),
toplayici duktus ve interstisyumda (d:X400), Kafein grubu: Anneksin A boyanmasi

glomerilde ve proksimal tubulde (e:X400), toplayict duktus ve interstisyumda (f:X400)
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4.3. Histopatolojik Parametrelerin Karsilagtirilmasi

Histopatolojik degerlendirmede vakalarda sitoplazmik boyanmanin belirgin oldugundan
sitoplazmik boyanma dikkate alindi. Belirgin komplet membrandz boyanma mevcut degildi.
Bazi alanlarda luminal inkomplet membrandz boyanma sitoplazmik boyanmaya eslik
ediyordu. Ama bu boyanma da ¢ok net degildi ve gruplar arasinda farklilik olusturmuyordu

bu nedenle bu boyanma 6nemsenmedi.

Glomertilde her U¢ grupta da glomeriillerin tamamini kapsamayan glomeriiliin bir
kisminda farkli derecelerde boyanma elde edildi. Bu anlamda gruplar arasinda farklilik

oldugu diisiiniilmedi.

Tibiilointersisyumdaki boyanmanin ¢ogu toplayici duktuslar ve intersisyumunda izlendi.
Kontrol ve hasar grubunda proksimal tibullerde boyanma izlenmedi. Kafein grubunda ise

birkac vakada proksimal tubiilde boyanma mevcuttu.

Kristal varhg acisindan yapilan analizde kontrol, etilen glikol, etilen glikol+kafein
gruplar1 karsilastirildiginda gruplar arasindan istatistiksel a¢idan anlamli bir fark oldugu
gozlendi. Etilen glikol+kafein grubunda tas olusumunun etilen glikol grubuna gore daha az
oldugu verilerde gozlense de bu iki grubu karslastiran devam analizleri yapildiginda bu fark

istatistiksel olarak gdsterilemedi.

Uc grup karsilastirildiginda tubuler atrofi, tibdler dilatasyon, tibuler vakuolizasyon,
tabdler nekroz, konjesyon, inflamasyon gibi histopatolojik parametrelerde gruplar arasinda
anlamli farklilik tespit edildi (p<0.001, Tablo 4). Gruplarin ikili karsilastirmalar1 sonucunda,
tubuler vakuolizasyon, konjesyon ve inflamasyon parametrelerinde etilen glikol ve etilen
glikolt+kafein gruplar1 arasinda fark oldugu goriildl, ancak diger parametrelerde istatistiksel

olarak anlaml bir fark bulunamadi.
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Tiibiilointerstisyumda Annexin A1 boyanmalar1 arasinda gruplar arasinda sayisal olarak

bir fark oldugu gosterilse de 6rneklem sayisinin diisiik olmas1 ve li¢lii skorlama sistemi

kullanilmasina bagli gruplarin medianlarinin ayn1 olmasi nedeniyle istatistiksel agidan bu fark

gosterilemedi.
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SEKIL 6: Gruplarn histopatolojik parametrelerinin karsilastirilmasi



Tablo 4 : Gruplarin histopatolojik sonuglara gore karsilastirilmasi
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Etilen
Kontrol Etilen Glikol
Glikol+Kafein *p **p

Var(n) | Yok(n) | Var(n) | Yok(n) | Var(n) | Yok(n)
Tubller Atrofi 0 24 22 |2 21 3 <0.001 1,000
Tubller

0 24 23 |1 19 5 <0.001 0,188
Dilatasyon
Tubller 0,001

23 1 24 |0 14 10 |<0.001
Vakuolizasyon
Tubtler Nekroz 0 24 14 |10 10 14 <0.001 0,387
Konjesyon 16 8 24 |0 10 14 |<0.001 <0.001
Inflamasyon 9 15 12 |12 2 22 |0.005 0,003
Kristal Varligi 0 24 7 |17 5 19 |0.011 0,740

*:p degerleri, 3 grubun karsilastirildig1 Fisher’s Exact Test sonuclarindan elde edilen p degerleridir.

**:p degerleri, etilen glikol ve etilen glikol+kafein gruplarinin karsilagtirildigi Fisher’s Exact Test

sonuclarindan elde edilen p degerleridir.

Tablo 5:Gruplarin Annexin Al ile boyanmalarina gore karsilastirilmasi

Tbdlointertisyum Annexin Al Boyanma

Glomerilde Annexin Al Boyanma

0(n) 1(n) 2(n) 3(n) 0(n) 1(n) 2(n) 3(n)
Kontrol 0 5 7 0 2 10 0 0
Etilen Glikol 0 2 10 0 1 7 3 1
Etilen Glikol+Kafein 1 3 5 3 2 8 2 0
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5. TARTISMA

Bobrek tast olusumu (nefrolitiyazis), kiiresel olarak sik goriilen bir saglik sorunu olup,
taglarin rekiirrensi oldukea yiiksektir. Tas olusumu {izerinde yapilan incelemeler, profilaktik
yontemlerin dnemini vurgulamaktadir. Calismaniz, kafeinin nefrolitiyazis iizerindeki
profilaktik etkisini ve Annexin Al proteininin bu siiregteki rolii se¢ilmis bir model {izerinden

incelenmistir.

Calisgmamiz bildigimiz kadariyla kafein ve Annexin Al proteinin bobrek tasi olusumuna

kars1 etkisini degerlendiren ilk in vivo ¢aligmadir.

Uc blyuk kohort, kafein tiiketiminin bobrek tasi riskini azaltma potansiyeline sahip
oldugunu goéstermistir [32] [42][43][44] . Kafein alim1 ve bobrek tasi olusumu riskini
inceleyen 9707 bobrek tasi vakasi ve toplam 772.290 kohort iiyesi ile yedi ¢alisma dahil
edilen sistematik bir inceleme ve meta-analizde kafein aliminin bobrek tasi insidansiyla ters

orantili oldugunu goésterilmistir [33].

Bobrek tasi olusumunun 6nlenmesi i¢in sivi aliminin artirilmasi yaygin olarak
onerildiginden, son 20 yilda yapilan baz1 6nceki ¢aligsmalar, kafeinli igcecekler de dahil olmak
iizere tiiketilen icecek tiirlerinin bobrek tasi olusumuyla iligkisine odaklanmisti. 1996 yilinda,
bobrek tag1 6ykiisii olmayan 45.298 erkek katilimeili ilk kohort ¢alismasinda, tim igecek
tiirlerinin bobrek tas1 hastaligini etkilemedigini gostermistir [42]. Kafeinli kahve, kafeinsiz
kahve ve cayin, yaklasik %10 daha diisiik bobrek tasi olusumu riskiyle iliskili oldugu

gosterilmistir [42].

1998'de, bobrek tasi gegmisi olmayan 81.083 kadn katilimeinin yer aldig: bir
baska kohort ¢alismasi, icecek tiiketimi ile bobrek tasi hastaligi riskinin daha diisiik olmast

arasindaki iligkiyi bildirmistir [43]. Bu ¢alisma kafeinli kahve, kafeinsiz kahve ve cay tiketen
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katilimcilarda sirastyla %10, %9 ve %8 daha diisiik bobrek tast olusumu riski oldugunu

gOsterdi [43].

Diyet oksalatin kisitlanmasi , CaOx bobrek tagi olusumu veya tekrarlama riskini azaltmak
icin Onerilen yollardan biri oldugundan, oksalat agisindan zengin icecekler olarak bilinen
kahve ve cay, kagcmilmasi gereken igecekler olarak yaygin olarak 6nerilmektedir. Dahasi, bazi
calismalar, kafeinin idrar kalsiyum atilimini artirma aktivitesi nedeniyle bobrek tasi olusumu
riskinin artmasiyla iligkili olabilecegini ileri stirmistiir [20]. 2004 yilinda, 14 saatlik agliktan
sonra kafein tiiketen 39 vakadan elde edilen veriler, kafeinin idrarla kalsiyum, magnezyum,
sodyum ve sitrat atilimini hafif¢e artirdigini , ancak oksalat1 artirmadigimni gostermistir [20].
Ek olarak, 39 vakadan 32'sinde Tiselius tas1 risk indeksinin kafein tiiketiminden sonra orta
derecede arttig1 bulunmustur [20]. Tiselius ve Larsson tarafindan tanitilan Tiselius tas riski
indeksi; kalsiyum, oksalat, magnezyum ve sitrat gibi idrar i¢indeki baz1 biyokimyasal
iceriklere dayanarak kalsiyum iceren taslarin gelisme riskini tahmin etmek icin
kullanilmaktadir [45], [46]. Bununla beraber CaOx bobrek taslarmin giiglii bir inhibitorii
oldugu diisiiniilen idrar sitrat1 da kafein tiiketenlerde artar ve bu nedenle yiiksek idrar

kalsiyum atiliminin etkilerini dengeleyebilir [45], [46].

2013 yilinda, 194.094 kisilik bir ¢alisma, veriler kafeinli kahve, kafeinsiz kahve ve cay
tilketenlerde bobrek tasi hastaligi riskinin sirastyla %26, %16 ve %11 daha diisiik oldugunu
goOstermistir [44]. Cok daha biyuk 6rneklem boyutu ile kafeinli ve kafeinsiz kahve arasindaki
fark degerlendirildi ve kafeinli ve kafeinsiz kahvenin etkilerinin, ¢cok daha kiigiik 6rneklem
boyutlarina sahip 6nceki raporlardaki etkilere benzer oldugu gosterilmistir [42], [43].
Orneklem boyutundan bagimsiz olarak, kafeinsiz kahve bu 3 raporun hepsinde bobrek tasi
riskinin azaltilmasiyla tutarli bir sekilde iligkilendirilmistir [42], [43], [44]. Bu nedenle

kahvedeki diger biyoaktif bilesiklerin (6rnegin, ikinci en bol bulunan alkaloid olan
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trigonellin) bobrek tasi hastaligina kars1 benzer koruyucu etkiler géstermesinin mimkiin

olabilecegi diistiniilmistiir [47], [48], [49].

Kafeinin bobrek tasi hastaligi tizerindeki etkileri 2014 yilinda >200.000 katilimcili bu 3
biiyiik kohortta yeniden analiz edilmistir [36]. Igecek tiiriinden bagimsiz olarak, bu son mega
veri seti kafein tiiketicilerini giinde tiiketilen kafein miktarina gére bes adet beste birlik kisma
ayirmistir [36]. Veriler, en yiiksek beste birlik kisimda (568 + 185 mg kafein/giin) kafein
tikketen katilimcilarin HPFS, NHS I ve NHS II kohortlarinda sirasiyla %26, %29 ve %31 daha
diistik tas gelistirme riskine sahip oldugunu géstermistir [36]. Yukarida ad1 gegen
kohortlardan elde edilen toplu veriler 15181nda, kafein tiikketiminin bébrek tasi riskini azaltma
ile iliskili oldugu ileri siiriilebilir.

Massey ve Sutton’in 2004 yilinda sadece 39 denek iceren caligmasinda kafein
tiiketicilerinde idrarla kalsiyum atiliminda artis bulunmasina ragmen , daha 6nce belirtildigi
gibi >200.000 katilimcili son 3 biiyiik kohorttan elde edilen veri seti, en yiiksek beste birlik
kafein tiiketicilerinde en diisiik beste birlik popiilasyonla karsilastirildiginda idrarla oksalat
atiliminda bir azalma oldugunu gostermistir [36]. Bununla birlikte, kafein alimi idrar hacmini
onemli 6lclide artirir ve bu da nihayetinde kalsiyum ve oksalat iyonlarinin net asir1
doygunlugunda 6nemli bir azalmaya yol agar [50]. EK olarak, birkag¢ ¢alisma arasinda kafein
tuketicilerinde en glcli CaOx tasi inhibitorlerinden biri olan sitratin idrarla atiliminda bir artis
oldugunu gosteren bir fikir birligi varmistir [46], [48]. Genel olarak, inhibitor faktorler kafein
tarafindan uyarilan destekleyici faktorlerin listesinden gelerek bobrek tasi riskini

azaltmaktadir.

Kafeinin bobrek tasi izerindeki etki mekanizmasini agiklamaya ¢alisan bir hiicre kiiltiirt
caligmasi, kafeinin kristal sayismni azalttigini, ancak diger yandan kristal boyutunu artirdigini,
bunun da degismeyen kristal kiitlesiyle sonuglandigini ve bunun da kafein tarafindan

etkilenmeyen kristal buytmesiyle ilgili oldugunu gostermistir [10]. Bizim ¢alismamizda rat
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bobreklerinde kristal sayist agisindan anlamli bir fark gozlenmedi [10]. Yine bu ¢alismada
kristal baglayici proteinlerin Western blotting ve immiinofloresan ¢aligmasi, kafeinle tedavi
edilen hucrelerin apikal yuzeyindeki Annexin A1l seviyesinin ve sitoplazmaya taginmasimin
onemli 6l¢lide azaldigini ortaya koydu, ancak diger COM kristal baglayici proteinlerde
(annexin A2, a-enolaz, HSP70 ve HSP90) 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir [10]. Kafein
hiicre ici [Ca 2" ]'yi azaltt1 ancak [Ca ?* ] salg1 indeksini artrmistir [10]. Bulgular bir araya
getirildiginde, bobrek tiibiiler epitel hiicrelerinin kristal baglama kapasitesini azaltmak i¢in
Annexin Al'in apikal yiizeyden sitoplazmaya tasinmasi yoluyla kafeinin bobrek tasi
olusumuna kars1 koruyucu mekanizmasina dair in vitro bir kanit gosterildi [10]. Bizim
calismamizda in vivo olarak Annexin Al ekspresyonunda etilen glikol, etilen glikol+kafein
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamada.

Baska bir calismada kafeinin oksalata bagli olusan bobrekteki fibrozise karsi koruyucu
etkisi hucre kultlrinde gosterilmistir [51]. Bizim ¢alismamizda da kristal olusumunda fark
goriilmese de bobrek hasarinin gostergeleri olan tiibiiler vakuolizasyon, konjesyon ve
inflamasyon parametrelerinde kafeinin koruyucu bir rolii olabilecegi gosterilmistir.

Calisma kafeinin nefrolitiyazis Uzerindeki etkisiyle ilgili dnemli bilgiler sunmakla birlikte
baz1 smirlamalara sahiptir. Ik olarak kullanilan etilen glikol modeli , dogal olarak meydana

gelen tas olusum siireglerini tam olarak yansitmamaktadir.

Kullanilan kafein dozu ve uygulama yonteminde ise 10 mg/kg/gin kafein dozu
kullanilmis olup, bu miktarlar giinliik kafein alimiyla birebir 6rtiismeyebilir. FDA'nin 6nerdigi
doz doniistiirme yontemine dayanarak bu doz hesaplanmis olsa da insanlar i¢in uzun siireli

klinik uygulamalara yonelik daha fazla arastirmay1 gerektirir.

Cahsma siiresi (35 giin), kafeinin uzun vadeli degerlendirmeleri i¢in yeterli bir zaman
dilimi olmayabilir. Insanlarda nefrolitiyazis gelisiminin yillar boyunca olmasi ve kafeinin

uzun siireli tiiketiminin tas olusumu {izerindeki etkileri tam olarak anlagilamamustir.
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Rat sayisinin sinirlt olmasi, sonuglarin genellenebilirligi agisindan giigliik olusturmus
olabilir. Annexin Al ekspresyonundaki farklar immin histokimyasal yontemler ile
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Daha biiyiik gruplarda ve

daha kantitatif yontemler kullanilarak yapilacak ¢aligmalara ihtiyag vardir.
6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz daha Once yapilan kafein tiiketiminin tas olusumunu azalttigina dair
caligmalar1 desteklememektedir. Annexin A 1 ekspresyonundaki farklar immuinohistokimyasal
yontemler ile degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Daha biiyiik
gruplarda ve daha kantitatif yontemler kullanilarak yapilacak ¢alismalara ihtiyag vardir.

Insan biyolojisini daha iyi temsil eden modellerin kullanilmasi, kafein dozlarinin insan
tilketimine daha yakin olacak sekilde optimize edilmesi, Annexin Al'in kristal agregasyonu
uzerindeki rolinun daha kantitatif olarak incelenmesi ve kafeinin uzun vadeli etkisini
degerlendiren klinik ¢alismalara odaklanilmasinin, kafeinin tag olusumu tizerindeki etkisini

daha anlamli bir sekilde ortaya koyacagi diisiiniilmektedir.
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