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Oz: Bisfenol A(BPA); polikarbonat plastiklerin, epoksi recinelerin ve diger bircok polimer malzemelerin sentezinde yaygin
olarak kullanilan enddistriyel bir kimyasaldir. Seri Uretimleri ve yaygin kullanim alanlari nedeniyle ¢evrede bol miktarda
bulunmaktadir. BPA, bircok doku ve organda hasara yol agmaktadir. Bu calismada BPA ile indiiklenen nefrotoksisitede kidney
injury molecule-1(KiM-1) seviyesi {zerine p-kumarik asit (PCA)’in etkileri arastirildi. Calismada erkek eriskin 40 adet rat
kullanildi. Her grupta 8 ratin bulundugu 5 deney grubu olusturuldu. Kontrol grubuna 14 giin boyunca intragastrik(i.g.) 1ml
serum fizyolojik verildi. BPA(100) grubuna 14 gin boyunca 100 mg/kg dozunda i.g. BPA verildi. PCA(50)+BPA(100) ve
PCA(100)+BPA(100) gruplarina 14 giin boyunca 100mg/kg BPA ile birlikte sirasiyla 50 ve 100 mg/kg dozunda i.g. PCA verildi.
PCA(100) grubuna ise 14 giin boyunca 100 mg/kg dozunda PCA verildi. Deneyin 15. giind, ratlar anestezi altina alindi ve
sonrasinda bébrek dokulari toplandi. Bébrek dokularinda KiM-1 diizeyleri analiz edildi. Sonuglar gruplar arasinda
degerlendirildi. BPA(100) grubunda KiM-1 diizeylerinin kontrole gére dnemli diizeyde arttigi belirlendi. PCA'nin diisiik
dozunun KiM-1 diizeyindeki artisi anlamli diizeyde &nleyemedi. PCA(100)+BPA(100) ve PCA(100) gruplarinda KiM-1
seviyelerinin kontrol grubuna benzedigi belirlendi. Bu ¢alismanin sonucunda, ratlarda BPA ile indlklenen nefrotoksisitede
PCA’nin 6zellikle yiiksek dozunun koruyucu etkili oldugu ve KiM-1 diizeylerindeki artisi dnemli diizeyde énledigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A, KiM-1, Nefrotoksisite, p-kumarik asit, Rat.

Effects of p-Coumaric Acid on Kidney Injury Molecule-1 in Bisphenol A-
induced Nephrotoxicity in Rats

Abstract: Bisphenol A(BPA); It is an industrial chemical widely used in the synthesis of polycarbonate plastics, epoxy resins
and many other polymer materials. It is abundant in the environment due to its mass production and widespread use. BPA
causes damage to many tissues and organs. In this study, the effects of p-coumaric acid (PCA) on kidney injury molecule-
1(KIM-1) level in BPA-induced nephrotoxicity were investigated. Forty male adult rats were used in the study. 5 experimental
groups with 8 rats in each group were formed. The control group was given 1 ml of saline intragastric (i.g.) for 14 days.
BPA(100) group was given 100 mg/kg i.g. PCA(50)+BPA(100) and PCA(100)+BPA(100) groups were given 100mg/kg BPA
together with i.g PCA at a dose of 50 and 100mg/kg, respectively, for 14 days. PCA(100) group was given PCA at a dose of 100
mg/kg for 14 days. On the 15th day of the experiment, the rats were anesthetized and then kidney tissues were collected.
KIM-1 levels in kidney tissues were analyzed. Results were evaluated among groups. It was determined that, KIM-1 levels
were significantly increased in the BPA(100) group compared to the control group. The low dose of PCA could not significantly
prevent the increase in KIM-1 level. It was determined that KIM-1 levels in PCA(100)+BPA(100) and PCA(100) groups were
similar to the control group. As a result of this study, it was determined that, especially high dose of PCA, had a protective
effect in BPA-induced nephrotoxicity in rats and significantly prevented the increase in KIM-1 levels.
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GiRIS

E ndustriyel bir kimyasal olan Bisfenol A (BPA),
ozellikle epoksi regineleri ve polikarbonat
plastikleri gibi cesitli tuketim vyollariyla cevreye
bulasmaktadir (Kataria ve ark., 2015). Yapilan
calismalarda; popilasyonun %90’nindan fazlasinin
idrarinda BPA tespit edilmis (Trasande ve ark., 2013)
ve ayrica; mesleki olarak BPA’ya maruz kalanlarda
olgllen diizeyin, diger gevresel maruziyeti olanlara
gore 70 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Hines ve
ark.,, 2017). Ratlarda BPA ile
BPA’nIn
disfonksiyona sebep oldugu belirlenmistir (Khan ve
ark., 2016). BPA’nin bdbrek hasarina sebep oldugu
(Kobroob ve ark., 2018) ve insanlarda BPA ile kronik
hastalar arasinda baglanti oldugu arastirmalarla

indiklenen

hepatotoksisitede mitokondriyal

rapor edilmistir (Rezg ve ark., 2014). Bir baska
arastirmada ise ratlarda BPA uygulamasinin karaciger
ve bobrek toksisitesine sebep oldugu tespit edilmistir
(Wahby ve ark., 2017).

Cesitli ajanlarla deneysel olarak olusturulan
nefrotoksisite modellerinde renal oksidatif stres,
inflamasyon, apoptozis, DNA ve doku hasarinin
meydana geldigi bircok arastirma ile rapor edilmistir.
bdbrek
degisikliklerden birisi de Kidney Injury Molecule-1
(KiM-1) seviyelerindeki artistir (Gelen ve ark., 2018;
Gelen ve ark., 2021; Sengul ve ark., 2019; Sengul ve
ark., 2021).
indiklenen nefrotoksisitede bobrek fonksiyonlarinin

Nefrotoksisitede dokusunda  goriilen

Yapilan arastirmalarda BPA ile

degistigi, oksidatif stresin arttig), inflamasyon ve
apoptozisin indiklendigi belirlenmistir (Elobeid ve
Zeinab, 2015; Shirani ve ark., 2019). Tip | hicre zar
glikoproteini olan KiM-1, hiicrenin dis kisminda
imminoglobulin ve misin benzeri alanlar igerirken,
hiicrenin i¢ kisminda ise kisa bir alan icermektedir.
Bobrekte, KiM-1'in mRNA ve protein seviyeleri,
intrinsik tUbdler hicrelerdeki ekspresyon artisina
bagh olarak ciddi bir bicimde artmaktadir. KiM-1,
apoptotik hicreleri taniyan ve onlarn lizozomlara
fosfatidilserin

yonlendiren  bir reseptorudir

(Ichimura ve ark., 2008) ve apoptotik hiicre

sinyallerini tanir. KIM-1 proteini proksimal tibiil
hiicrelerinin apikal membraninda eksprese edilir
(Bailly ve ark., 2002). KiM-1, bébrek proksimal epitel
hicrelerini  fagositlere donustiren ve miyeloid
hiicrelerde bulunmayan molekiil olmasi bakimindan
onemlidir. Hayatta kalan tubdler hiicreler tarafindan
6lu hiicrelerin temizlenmesinde roli bulunan KiM-1,
akut bobrek hasarinda bagisiklik tepkisini modiile
eder ve apoptotik hicrelerin fagositozisinde ve
proinflamatuar immun yanitin azaltilmasinda goérev
alir (Gelen ve ark., 2018; Sengul ve ark., 2019). Son
ylllarda vyapilan arastirmalarda BPA ve organ
toksisitelerine sebep olan farkli bilesiklerin toksik
etkilerinin énlenmesi veya tedavi edilmesi amaciyla,
antioksidan ve antiinflamatuar etkili bilesiklerin olasi
etkileri yogun bir sekilde arastirilmaktadir (Aslanturk
ve Uzunhisarcikli, 2020; Haroun ve ark., 2019) Bu
amacla etkileri arastirilan bilesiklerden birisi de p-
kumarik asittir (PCA) (Rafiee ve ark., 2020).
Antimikrobiyal ve antikanser aktiviteye
sahip oldugu belirlenen PCA, en 6nemli fenolik
asitlerden biridir. Kumarik asit, dogada ug¢ farkli
izomeri bulunan ve dogal olarak olusabilen sinnamik
asidin bir hidroksi tirevidir. En yaygin olarak bulunan
formu PCA’dir. Nutrasotik ve fitokimyasal olarak
siniflandirilan PCA tahillarin yani sira bircok meyve ve
sebzede bol miktarda bulunur (Boz, 2015). PCA’nin
antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar ve
antikanser etkileri bircok arastirma ile belirlenmistir
(Boz, 2015; Kili¢ ve Yesiloglu, 2013).
Literatir bilgiler 1s1ginda bu ¢alismada ratlarda
BPA ile indiiklenen nefrotoksisitede renal KiM-1
seviyeleri Gzerinde PCA’nin etkilerinin belirlenmesi

ve literatiire katki yapilmasi amaglandi.

MATERYAL ve METOT
Kimyasallar

BPA (299%) (Cas No: 80-05-7) Sigma-Aldrich Co. (St
Louis, MO, USA) dan ve PCA (298%) ise (Cas No: 501-
98-4) Acros Organics'den satin alindi. KiM-1 ticari
ELISA  kiti BT LAB

Laboratory)’dan alindi.

(Bioassay  Technology
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Hayvanlar

Bu calismamizda, 200-250 g agirhginda 40
adet Sprague Dawley erkek rat kullanildi. Deney
hayvanlari, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Arastirma ve Uygulama Merkezi (ATADEM) nden
temin edildi. Ratlar, ¢alisma zamanina kadar yaklasik
olarak 25°C‘lik oda sicakliginda, 12 saat aydinlk-
karanlik dongiisi ayarlanabilen ve havalandirmasi
mevcut bir ortamda muhafaza edildi ve ad-libitum
olarak beslendi. Bu calisma Atatiirk Universitesi
Rektorliig Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (Karar no: 2021/184).

Deneysel Protokol

Tim ratlar deney baslamadan 6nce tartildi ve her bir
grupta 8 ratin oldugu 5 farkh deney grubu
olusturuldu. Deney gruplar asagida verilen sekilde
olusturuldu.

Kontrol: 14 giin boyunca 1ml serum fizyolojik
intragastrik (i.g) olarak verildi. BPA: 14 giin boyunca
100mg/kg (Gules ve ark., 2019) dozunda BPA i.g
olarak verildi. PCA50+BPA: 14 giin boyunca PCA (50
mg/kg, i.g.) ve PCA uygulamasindan bir saat sonra
100mg/kg dozunda BPA (100 mg/kg) verildi.
PCA100+BPA: 14 giin boyunca PCA (100 mg/kg, i.g.)
(Oyeleye ve ark., 2019) ve PCA uygulamasindan bir
saat sonra 100mg/kg dozunda BPA (100 mg/kg)
verildi. PCA100: 14 giin boyunca PCA (100 mg/kg, i.g.)
verildi.

Deneysel uygulamanin 15. gini ratlar Sevofluran
anestezisi altinda dekapite edildiler ve bobrek
dokulari analiz gliniine kadar -20°C'de muhafaza
edildiler.

Bobrek Dokularinin Homojenize Edilmesi ve KiM-1
Analizi

Bobrek dokusunun her bolgesinden alinan kiiclik
kesitler eppendorf tiplerine aktarildi. Daha sonra
Uzerine pH’st 7.4’e ayarlanmis 1,5 ml buffer
solisyonundan eklendi ve MagNA Lyser cihazina
yerlestirildi. Dokular 5.000 rpm’de 80 sn homojenize

edildi. Homojenizasyon islemi  tamamlanan

homojenatlar santrifij cihazina aktarildi ve 4000 rpm
de 10 dk santrifiij edildi. Dokulardan elde edilen
siipernatantlar ayr bir tiipe aktarildi. KIM-1 analizi
ticari ELISA kiti ile Uretici firmanin protokolline gore
yapildi ve sonuglar deney gruplari arasinda
degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkliliklari belirlemek amagl
olarak tek yonla varyans analizi (ANOVA) yapildi ve
sonrasinda hangi gruplar arasinda farklilhk oldugunu
belirlemek amaciyla Tukey testi uygulandi. p<0.05
degeri anlamli olarak kabul edildi. istatistiksel
analizler GraphPad Prism programi kullanilarak
yapilmistir.

BULGULAR

Bu c¢alismada, ratlarda BPA ile indiiklenen
nefrotoksisitede KiM-1 ekspresyonu (izerine PCA’nin
olasi etkileri arastirildi. KiM-1 diizeyinin BPA
grubunda kontrole goére oOnemli dizeyde arttig
belirlendi (p<0.05). PCA50+BPA grubunda KiM-1
dizeyinin BPA grubundan disuk oldugu ancak
istatistiksel 6Gnem arz etmedigi tespit edildi. PCA’nin
yiiksek dozunun KiM-1 diizeyindeki BPA kaynakli
anlamh dizeyde (p<0.05) Onledigi ve bu gruptaki
KiM-1 diizeyinin kontrolden farkli olmadigi (p>0.05)
gorildi. Ayrica PCA’nin yiksek dozunun tek basina
uygulanmasinin KiM-1 diizeyinde kontrole gére bir
degisiklige sebep olmadigi belirlendi (p>0.05) (Sekil
1.)

-
=
|

KiM-1 (ng/ml)

=
in
1

Sekil 1. BPA ile indiklenen nefrotoksisitede
KiM-1 seviyeleri tizerine PCA’nin etkileri (a-b: p<0.01;
n=8).
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Figure 1. Effects of PCA on KIM-1 levels in BPA-
induced nephrotoxicity (a-b: p<0.01; n=8).

TARTISMA ve SONUC

EndUstriyel bir kimyasal olan BPA; epoksi
recineleri, polikarbonat plastikleri ve bircok polimerik
materyallerde siklikla kullanilmaktadir. Bu kadar
yogun kullanim ve gidalara olan temaslarindan dolayi
cok fazla dikkat ¢ekmektedir. Bu temaslar sonucu
viicutta bircok dokuda hasara yol agmaktadir.
Karaciger, beyin, bobrek ve testis gibi organlar
hasarin meydana geldigi baslica organlar arasindadir
(Behmanesh ve ark., 2018; Ishtiaq ve ark., 2021;
Valokola ve ark., 2019; Valokola ve ark., 2017). Bu
ratlarda BPA ile
nefrotoksisitede KiM-1 diizeyi tizerine PCA’nin farkli

calismada indiklenen

dozlarinin olasi etkileri arastirildi.

Tip-1 transmembran glikoproteini olan KiM-1,
38.7 kDa agirliginda, hicre disinda immunglobulin
benzeri bir alana sahiptir (Ichimura ve ark., 1998).
Transmembran proteini olmasindan dolay! hiicre
icinde de bir kisa bolgesi bulunmaktadir (Medic ve
ark., 2016). Bu bolge tirosin fosforlanmasi igin
oldukca 6nemlidir (KiM-1b) (Bailly ve ark., 2002).
KiM-1, saglikli bir bébrekte ¢ok disiik diizeylerde

bulunmaktadir. Ancak bobreklerdeki, iskemi-
reperflizyon hasarlarinda (Valokola ve ark., 2019) ve
farmakolojik ajanlarla indliklenen bobrek

hasarlarinda (Amin ve ark., 2004; Prozialeck ve ark.,
2007) ciddi diizeyde arttigi belirlenmistir. KIM-1 esas
olarak nefronun proksimal tubdllerinde
bulunmaktadir (Ichimura ve ark., 2004). idrarda KiM-
1 seviyesi hastaliklarla ve yaslanmaya bagl olarak
artmaktadir (Pennemans ve ark., 2013). KiM-1’in
proksimal tubiillerde meydana gelen proliferasyon ve
rejenerasyon ile ilgili bir parametre oldugu da
bilinmektedir (Ichimura ve ark., 2012). KiM-1 bir
fosfatidilserin reseptori olarak hizmet eder ve
bundan dolayi iskemi sonrasi bébrekteki apoptotik
hiicrelerin fagositozuna aracilik eder (Bonventre,
2009).

Fayi ve ark. (2020) yaptiklari bir calismada
ratlarda sisplatin ile indlklenen nefrotoksisitede

KiM-1 seviyesinin kontrole gére ciddi bir sekilde
arttigini rapor etmislerdir (Al ve ark., 2020). Yine Al-
Kuraishy ve ark. (2019) ratlarda gentamisin ile
indiiklenen nefrotoksisitede KiM-1 seviyesinin ciddi
dizeyde arttigini belirlemislerdir (Al-Kuraishy ve ark.,
2019). Ayrica Sengul ve ark. (2021) ratlarda deneysel
olarak akrilamid ile indiklenen nefrotoksisite
modelinde KiM-1 seviyesinin anlamh diizeyde
arttigini tespit etmislerdir (Sengul ve ark., 2021).
Sonuglarimizin literatiirle uyumlu oldugu ve ratlarda
BPA uygulamasinin renal KiM-1 seviyelerini anlaml
dizeyde artirdigi belirlendi.

Fenolik yapida bir hidroksisinamik asit olan PCA,
bircok bitki materyalinden elde edilmektedir (Rafiee
ve ark., 2020). PCA'nin metal iyonlarina baglanmasi,
reaktif oksijen ve nitrojen radikallerini temizlemesi ve
endojen antioksidan enzimleri yeniden diizenlemesi
yoniinden oldukga onemli bir  bilesiktir
(Sahindokuyucu ve ark., 2021). Sabitha ve ark.
(2019)'nin yilinda yapmis olduklar bir ¢alismada
ratlarda etanol ile uyarilan bobrek hasarinda PCA’nin
antiinflamatuar etkili oldugu ve renal hasari azalttig
belirlenmistir (Sabitha ve ark., 2019). Yine Akdemir
ve ark. (2017) yaptiklari ¢alismada wistar ratlarda
sisplatin ile indliklenen akut karaciger ve bobrek
PCA’nIn
etmislerdir (Akdemir ve ark., 2017). Calismamizda

hasarinda koruyucu etkilerini  rapor
BPA’nin renal hasar belirteci olan KiM-1 seviyesinde
artisa sebep oldugu ve PCA’'nin doza bagiml olarak
BPA kaynakli hasari 6nleyerek KiM-1 seviyesindeki
artisi 6nledigi belirlendi.

Sonug olarak bu galismada, ratlarda BPA ile
indiklenen nefrotoksisitede BPA’nin renal hasara
sebep olarak KiM-1 diizeylerini anlamli diizeyde
artirdigl ve PCA’nin ise KIM-1 diizeylerindeki artisi
doza bagl olarak onledigi tespit edildi.
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