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Abstract

Purpose: The aim of this study was to determine the
effects of vitamin E on renal histomorphology in rats
exposed to bisphenol A (BPA).

Materials and Methods: The rats were randomly divided
into four groups as sham, vitamin E, BPA and vitamin
E+BPA. The applications of vitamin E and BPA were
continued for three weeks. Crossman's triple staining
method was applied to the sections obtained from kidney
tissues for histomorphological examinations at the end of
the experiment. Also, superoxide dismutase (SOD) activity
and malondialdehyde (MDA) level wete measured in
kidney tissue.

Results: The number of corpusculum renis, diameters of
proximal tubule, distal tubule, ascending limb of Henle’s
loop and collecting duct as well as SOD activity
significantly decreased in BPA group compared to sham
group. Also, the number of corpusculum renis, diameters
of ascending limb of Henle’s loop and collecting duct as
well as SOD activity significantly increased in vitamin
E+BPA group compared to BPA group. On the other
hand, MDA level significantly increased in BPA group
compared to sham group and it significantly decreased in
vitamin E+BPA group compared to BPA group.
Conclusion: BPA may cause histomorphological and
oxidative changes in the kidney. In addition, vitamin E may
contribute to the preservation of renal tissue by reducing
oxidative damage in BPA exposure.
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Oz

Amag: Sunulan calismada, bisfenol A (BPA)'ya maruz
birakilan sicanlarda E vitamininin bébrek histomofolojisi
uzerine etkilerinin belitlenmesi amacland:.

Gereg ve Yontem: Sicanlar sham, E vitamini, BPA ve E
vitamini+BPA olmak {izere rastgele dort gruba ayrldi. E
vitamini ve BPA uygulamalari ¢ hafta boyunca
strdirildd. Deney sonunda bobrek dokularindan elde
edilen  kesitlere  histomorfolojik  incelemeler icin
Crossman’in t¢li boyama yontemi uygulandi. Ayrica
bébrek dokusunda stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi
ile malondialdehit (MDA) seviyesi 6l¢tildii.

Bulgular: Bébrekte korpuskulum renis sayisi, proksimal
tiibil, distal tiibiil, ¢tkan henle ve toplayict kanal caplari ile
SOD aktivitesinin sham grubuna gére BPA grubunda
anlamli olarak azaldig1 saptandi. Ayrica korpuskulum renis
sayisi, ¢tkan henle ve toplayict kanal gaplan ile SOD
aktivitesinin  BPA  grubuna gére E vitamini+BPA
grubunda anlamli olarak arttg gbzlendi. Diger taraftan,
MDA seviyesinin sham grubuna gére BPA grubunda
anlamli olarak arttigi, BPA grubuna gére E vitamini+BPA
grubunda ise anlamli olarak azaldig: tespit edildi.

Sonug: BPA, boébrekte histomorfolojik ve oksidatif
degisikliklere neden olabilir. Bununla birlikte, E vitamini
BPA maruziyetinde oksidatif hasari azaltarak bobrek
dokusunun korunmasina katk: saglayabilir.
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GIRIS

Bisfenol A (BPA) hormon benzeri 6zellikler gbsteren
kimyasal bir bilesiktir. Yaygin tiretimi ve organizmada
birikimi nedeniyle ¢evrede ve insan dokulatinda
bulunur!. Maruziyet kaynaklart arasinda gida
ambalajlari, discilik malzemeleri, termal kagit ve
oyuncaklar bulunmaktadir?. BPA, Gstrojene benzer
sekilde hareket edip’, Ostrojen reseptotleri ile
etkilesime girerek hiicre ¢ogalmasi ve hucre
olimunde degisikliklere neden olabilir!.  Ayrica
sitotoksik ve mutajenik etkilere sahip oldugundan
sinir, Uriner, endoktin ve Uureme sistemlerindeki
bozukluklarin  patogenezinde rol oynayabilecegi
bildirilmektedir*.

Yapilan ¢alismalarda, BPA maruziyetinde bSbrekte
glomerdler atrofi, tiibiiler ve glomeriiler nekroz, tibiil
lumeninde hiyalin damlaciklari, tibiler dilatasyon ya
da atrofi, tibil epitel hicrelerinde dokilme,
dejenerasyon, firca kenar kaybi, vakuolizasyon ve
niikleer piknozis gézlenmistir®>10. Bununla bitlikte;
mitokondriyonlarda sisme!!, interstisyel hemorajik
alanlar’, Bowman kapstliniin bazal membraninda
kalinlasma, kortikal kan damatlarinda konjesyon ve
dilatasyon tespit edilmistir®8. Ayrica bébrek hacmi ve
glomeril yogunlugunda azalma belirlenmistir!?. Diger
taraftan, BPA’nin bébrekte katalaz (CAT), glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon
rediktaz  (GR), glutatyon-S-transferaz ~ (GST),
siperoksit dismutaz (SOD) ve total antioksidan
kapasite (TAK) parametrelerini azalttig1,
malondialdehit (MDA) seviyesini ise artirdigl
saptanmustir>1%1113 Ayrica, BPA’nin doza baglt olarak
kan iire ve kreatinin seviyelerini artirdigt' 113, kreatinin
klirensini ise diisiirdigi tespit edilmigtir!?.

E vitamini, bitki kaynakli ve yagda ¢6ziinen bir
antioksidandir!#1>.  Hucreleri serbest radikallerin
zararh etkilerine karst korumada rol alir'®. Yapilan
calismalarda, E vitamininin bébrekte glomeriler
bazal membran kalinligi'? ile tibiler nekroz!'® ve
dejenerasyon oranint  azalttigt  bildirilmektedir!.
Ayrica  E  vitamininin =~ b&brekte  tibdler
organizasyonda iyilesme saglayarak histolojik yapiyt
gelistirdigi  belirlenmistir?>?!. Bununla birlikte, E
vitamininin bobrekte apoptozis, DNA
modifikasyonu ile kanser insidansiu  inhibe
edebilecegi de gosterilmistir??. Diger taraftan, E
vitamininin BPA uygulanan sicanlarda serum tre ve
kreatinin diizeyleri ile idrarda albimin atilimin
azalttugi tespit edilmistir!’-?3. Yanisira, E vitamininin
bébrekte MDA ve nitrik oksit (NO) seviyelerini
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dugurdugy; SOD, GSH-Px, GST, CAT ve GSH
parametrelerini ise yukselttigi saptanmigtir!7-21,24-26,

Sunulan calismada, BPA’ya maruz kalan sicanlarin
bobreklerindeki  histomorfolojik  degisikliklerin
incelenmesi ve E vitamininin bu degisiklikler tizerine
etkilerinin ortaya konulmast amacland.

GEREC VE YONTEM

Deney hayvanlar

Aragtirmada 24 adet, 3 aylik, yetiskin erkek Wistar
albino cinsi sican kullanildi. Sicanlar Aydin Adnan
Menderes  Universitesi, ~ Deney  Hayvanlar
Unitesinden temin edildi. Sicanlar arastirma siiresince
2411°C sicaklikta, 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik
ortamda, konvansiyonel kosullarda, ad libitum su ve
yem ile beslendi. Deney protokolleri Aydin Adnan
Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu tarafindan  onaylanmistir  (Karar No:
64583101/71). Calismadaki islemler ‘Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals’ prensiplerine
uygun olarak gerceklestirilmistir.

Deney prosediirii

Sicanlar sham (n= 6), E vitamini (n= 6), BPA (n= 0)
ve E vitamini+BPA (n= 6) olmak {izere rastgele dort
gruba ayrildi. Sham grubuna oral gavaj yoluyla 0,5 ml
dozunda musir yagi verildi. E vitamini grubuna 0.5 ml
mustr yadl icinde ¢ozdirilmus 300 IU/kg/glin E
vitamini (DL-a-tocopherol acetate) (Merck-500862,
Darmstadt,  Germany) oral gavaj  yoluyla
uyguland?”. BPA grubuna 0,5 ml misir yagt icinde
¢ozdurulmis 10 mg/kg/gtin BPA (Sigma-239658, St
Louis, Missouri, USA) oral gavaj yoluyla verildi®®. E
vitamini+BPA grubuna 0.5 ml musir yag icinde
¢ozdirtlmis 300 IU/kg/gin E vitamini ve 10
mg/kg/gtin BPA oral gavaj yoluyla uygulandi. Deney
t¢ hafta boyunca strdurildi.

Doku 6rneklerinin alinmasi

Deney sonunda siganlar intraperitoneal (IP) 75
mg/kg ketamin (Ketalar, Eczacibagi, Turkiye) ve 10
mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer, Turkiye) anestezisi
alinda  servikal dislokasyon yoluyla o6ldarildd.
Ardindan sicanlarin sag ve sol boébrekleri alindi. Sag
bébrek dokusu 24 saat sireyle % 10°luk tamponlu
formalinde tespit edildi. Rutin histolojik takip
islemlerinden sonra doku 6rnekleri parafine gémilda
ve 200 um ara ile 5 um kalinlikta seri kesitler alind.


https://www.academia.edu/download/59174048/pediatri10-4-9.pdf
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Sol bébrek ise oksidan ve antioksidan parametre
analizleri icin kullanilds.

Histomorfolojik analizler

Doku kesitleri  histomorfolojik incelemeler igin
Crossman’in t¢li boyama yontemi® ile boyand: ve
her hayvandan alinan bes kesitte inceleme yapild1.
Kesitlerde  histomorfolojik  incelemeler  icin
korpuskulum renis, proksimal tibtl, distal tibdl,
cikan henle ve toplayict kanal caplari 6lgildd, ayrica
korpuskulum renis say1si tespit edildi.

Korpuskulum renis sayist 15tk mikroskobunda 10X
biiyiitmede rastgele bes farkli alanda sayim yapilarak
belirlendi. Korpuskulum renis, proksimal tibiil, distal
tibil, cikan henle ve toplayict kanal ¢aplart ise 40X
buyttmede rastgele bes farkli yapida 6l¢im yapilarak
elde edildi. Olgiim ve sayim islemleri gériintii analiz
sistemi (Leica Q Win Standard, Cambridge, UK) ile
donatilmis  bir 1stk mikroskobu (Leica DMLB,
Nussloch, Germany) ile yapildi. Ayrica kesitlerin
gerekli gorilen yerlerinden kamera (Leica DC-200,
Heerbrugg, Switzerland) ile fotograflar cekildi.

Oksidan/antioksidan parametre analizleri

Otenazi isleminin ardindan oksidan ve antioksidan
parametre analizleri icin sol b&brek 6rnekleri % 0.9
NaCl ile yikandiktan sonra soguk ortamda % 10’luk
150 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile 2000 devirde 1
dk siireyle homojenize edildi. Homojenatlar +4 °C’de
12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatantlardan oksidan parametre olan MDA
seviyesi ve antioksidan parametre olan SOD aktivitesi
UV-spektrofotometrede (ShimadzuUV-1601, Kyoto,
Japan)  olgildi. MDA analizi, MDAnin
tiyobarbitiirik asit (ITBA) ile asidik ortamda
olusturdugu rengin 532 nm’de optik dansitesinin
Olctilmesi esasina dayanmaktadir®®. SOD analizi ise,
ksantin  tarafindan  ksantin  oksidaz  Uzerinde
olusturulan  siiperoksit radikallerinin  Gretilmesi
prensibine dayanmaktadir. SOD aktivitesi daha sonra
bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile 6l¢ilmustiir!.

Istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizi icin SPSS 25.0 paket
programt kullaniddi. Bitin parametreler normal
dagilim acisindan degerlendirildi. Normal dagilim
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gosterenler icin gruplar arasinda farkliik olup
olmadigt tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile
belirlendi. Farkin hangi grup ya da gruplardan
kaynaklandigini tespit etmek amactyla post hoc
Duncan testi uygulands.

Normal dagilim gostermeyenlerin gruplar arasindaki
farkliliklar1 Kruskal-Wallis testi ile belitlendi. Post hoc
coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney U testi kullanilarak gerceklestirildi. Veriler
ortalama * standart hata olarak verildi. Farkliiklar
p<0.01 (**¥) ve p<0.001 (***) olan degetler ise
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Sunulan calismada, bébrek tzerinde gerceklestirilen
histomorfolojik analizlerde korpuskulum renis sayist
ile proksimal tubil, distal tibil, ctkan henle ve
toplayict kanal ¢aplarinin sham grubuna gére BPA
grubunda anlamli olarak azaldig1 tespit edildi.
Bununla bitlikte; korpuskulum renis sayist ile ¢tkan
henle ve toplayici kanal ¢aplarinin BPA grubuna gére
E vitamini+BPA grubunda anlamli olarak arttig
gbzlendi.

Diger taraftan, proksimal ve distal tibul caplarinin
sham grubuna gére E vitamini grubunda anlamlt
olarak azaldig1 saptandi. Ayrica sham grubuna goére E
vitamini+BPA grubunda korpuskulum renis sayisi
anlamlt olarak artarken, distal tibil ¢apinin azaldig:
dikkati ¢ekti (p<<0,01; p<0,001). Proksimal tiibil,
cikan henle ve toplayici kanal verilerinde ise, sham ile
E vitamini+BPA gruplari arasinda istatistiksel olarak
bir 6nem saptanmadi. Bunun yanisira, korpuskulum
renis ¢api acisindan da gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunmadi (Tablo 1) (Sekil 1 ve 2).

Bobrek  dokusunda  yapilan  oksidan/antioksidan
parametre analizlerinde SOD  aktivitesinin sham
grubuna gére BPA grubunda anlaml olarak azaldigs;
BPA grubuna kiyasla E vitamini+BPA grubunda ise
anlamlt olarak arttig dikkati ¢ekti. Diger taraftan;
MDA seviyesinin sham grubuna kiyasla E vitamini
grubunda anlamli olarak azaldigi, BPA grubunda ise
anlamli olarak artti§1 saptandi. Ayrica BPA grubuna
kiyasla E vitamini+BPA grubunda anlamli olarak
azaldig1 belirlendi (p<<0,001). Bununla birlikte, sham
ile E vitamini+BPA gruplart arasinda SOD ve MDA
degerleri agisindan 6nemli bir fark tespit edilmedi
(Tablo 2).
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Tablo 1. B6brek dokusundan elde edilen histomorfolojik veriler

Sham E vitamini BPA E vitamini+BPA P
Parametre = s = s

n— n= n= n=
Korpuskulum 6,1610,15 6,300,175 5,4440,15¢ 7,0340,17 bk
renis saylsl
Korpuskulum renis 92,93+0,79 91,87+0,84 90,93+0,69 92,63+0,68 OD
capi (um)
Zf;];mal ctibiil capt 31,4140,33 29,31+0,28¢ 30,43+0,28b 30,800,254 ok
](i lsrrf)al eibiil ¢apt 27 47+0,33 26,2940,27> 26,5740,26> 26,1840,26 ok
Cakan henle capt 30,95+0,32 30,83+0,312 29,910,300 31,54+0,28 Hox
(pm)
Toplayict kanal
(;E)aym anal ¢apt 32,7140,33 32,49+0,31¢ 31,4310,28 33,07+0,28: o

abe: Ayni satirda farkls harf tasiyan veriler arasindaki fark istatistiksel acidan énemlidir.
OD: Onemli degil, *p<0,01, **p<0,001.

Tablo 2. Bobrek dokusunda oksidan ve antioksidan parametre diizeyleri

Sham E vitamini BPA E vitamini+BPA p
Parametre
n=6 n=6 n=6 n=6
SOD (U/mg 351 + 0,13 345 + 0,200 1,99 + 0,18 346 + 0,162 ook
protein)
MDA (nmol/mg 73,55 + 321b 60,16 + 3,13¢ 86,64 + 5,73 62,04  4,31b< Hor
protein)
abe: Ayni satirda farklt harf tasiyan veriler arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir.
** p<0.001.

I |~ P - i ’ P ' . r
Sekil 1. Bébrek dokusunda sham (A) ve BPA (B) gruplarina ait proksimal ve distal tiibiillerin mikroskobik
goriiniimleri. Proksimal (oklar) ve distal tiibiil (ok baglar1) ¢caplarinin sham grubuna gére BPA grubunda
azaldig goriilmektedir. Crossman’in iiglii boyama yéntemi. Bar: 20 pm
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rina ait

korpuskulum renis, ¢ikan henle ve toplayici kanallarin mikroskobik gériintimleri. Korpuskulum renis (oklar)
sayist ile ¢ikan henle (ok baglart) ve toplayici kanal (yildizlar) ¢aplarinin sham grubuna gore BPA grubunda
azaldigi, BPA grubuna kiyasla E vitamini+BPA grubunda ise artt1ig1 gézlenmektedir. Crossman’in tiglii

boyama yéntemi. Bar: 50 pm (A, B, C), 20 pym (D-I).

TARTISMA

Endokrin bozucu bir kimyasal olan BPA’nin bébrek
tibullerinde dejenerasyon, vakuolizasyon, nekroz,
firca kenar kayb1 ve niikleer piknozise neden oldugu
bildirilmistir3>>10.  Ayrica BPA’nin  glomeriillerde
diizensizlik ve Bowman kapsiilii bazal membraninda
kalinlasmaya yol acti1 tespit edilmistir®. Bununla
birlikte, BPA’ya maruziyetin bobrek hacmini ve
glomertil yogunlugunu azalttig'?, tibillerde ve
glomertlde bizilmeye yol actigi da saptanmigtir®59.
Sunulan c¢alismada, korpuskulum renis sayist ile
proksimal tibiil, distal tibiil, ¢ikan henle ve toplayici
kanal ¢aplarinin sham grubuna gére BPA grubunda
anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir. Buna gore,
calismamizdaki histomorfolojik veriler literatiir ile
paralellik  gdstermekte olup, BPA’nin  bébrek

1415

tzerinde yapisal degisikliklere yol acabilecegi, nefron
fonksiyonlarini olumsuz etkileyebilecegi ve bobrek
hastaliklarinin ~ patogenezinde rol oynayabilecegi
dusintlebilir.

Yapilan ¢alismalarda, BPA’nin bébrekte CAT, SOD,
GSH-Px, GR, GST, GSH ve TAK parametrelerini

azalttigy, MDA seviyesini ise artirdig
saptanmustir>1%1L13, - Calismamizda  ise, bobrek

dokusu SOD aktivitesinin sham grubuna kiyasla BPA
grubunda anlamli olarak azaldigi, aksine MDA
seviyesinin ise arttigt tespit edildi. Bu verilere dayalt
olarak; BPA’nin antioksidan enzimlerin etkisini
azaltabilecegi ve lipid peroksidasyonu artigina yol
acarak bobrekte oksidatif stresin  olusumunu
tetikleyebilecegi ifade edilebilir.

E vitamini bir antioksidandir ve hiicrelerin oksidatif
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hasardan  korunmasinda rol oynar't.  Yapilan
calismalarda, E vitamininin bobrekte tibiler nekroz
oranint!®, glomertler bazal membran kalinhgimni!” ve
dejenerasyon diizeyini azalttgi bildirilmistir!®. Ayrica
bobrekte tiibiler organizasyon ile histolojik yapiyi
gelistirdigi  saptanmistir?’?!.  Bununla birlikte, E
vitamininin b&brekte apoptozisi inhibe ettigi de
gosterilmistir??. Calismamizda ise, korpuskulum renis
sayist ile ¢tkan henle ve toplayict kanal ¢aplarinin BPA
grubuna goére E vitamini+BPA grubunda anlaml
olarak arttig1 belirlendi. Buna gore, literattrle uyumlu
olarak E vitamininin BPA maruziyetinde bobrekte
histomorfolojik ~ yapinin  korunmasina  katks
saglayabilecegi sOylenebilir. Diger taraftan, sunulan
calismada distal tiibil ¢apinin sham grubuna goére E
vitamini ve E vitamini+BPA gruplarinda, proksimal
tubtl ¢apiin ise sham grubuna gére E vitamini
grubunda  anlamli  olarak  azaldigi  saptandi
Literattirde, yiksek dozlarda E vitamini tiiketiminin
prostat kanseti’® ve hemorajik inme333* risklerini
artirdigt bildirilmektedir. Bununla birlikte, sicanlara
otuz gun boyunca 500 mg/kg E vitamini
uygulamasinin bobrek tibullerinde hafif dilatasyona;
1000 ve 2000 mg/kg dozlarinda E  vitamini
uygulamasinin ise proksimal ve distal tiibtillerde hafif-
orta derece dejenerasyon ve dilatasyona, baz
proksimal ttbiillerde piknotik hiicre olusumuna ve
hafif glomeriiler atrofiye yol actigt belirlenmistir®. Bu
bulgular E vitamininin fazla miktarlarda alinmasinin
organizma tzerinde olumsuz etkiler
olusturabilecegini  akla  getirmektedir. ~ Ancak
literattirde, calismamizda kullanilan 300 IU/kg/gtin
E vitamini dozunun biyolojik sistemler Uzerinde
olumsuz etki olusturdugunu gosteren bir ¢alismaya
rastlanilmadigt gibi, calismamizdaki poksimal ve distal
tibtl caplart harici diger parametrelerde de E
vitamininin  negatif bir etkisi gdrilmemistir.
Calismamizdaki gruplarda altisar hayvan
kullanildigindan, daha kesin yargtya varilabilmesi icin
daha fazla hayvan kullanilarak bébrek tzerine
yapilacak bagka histomorfolojik calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Calismalarda, E vitamininin renal dokuda artmis
MDA ve NO seviyelerini azalttigi!7-1921-23.2526 SOD,
CAT, GST, GSH, GSH-Px parametrelerini ise
artirdi@t tespit edilmistir!7-2123-26, Calismamizda ise,
bébrek dokusunda SOD aktivitesinin BPA grubuna
gore E vitamini+BPA grubunda anlamli olarak
arttigl, MDA seviyesinin ise anlamli olarak azaldig
belirlendi. Ayrica sham grubuna kiyasla E vitamini
grubunda MDA seviyesinin anlamlt olarak azaldigt da
dikkati cekmistir. Verilerimiz literatiir ile uyumlu
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olup, BPA maruziyetinde E vitamininin boébrekte
oksidatif doku hasart olusumunu azaltabilecegi
dustintlmektedir.

Sonug olarak, BPA'nin bébrekte histomotfolojik ve
oksidatif ~ degisikliklere neden olabilecegi; E
vitamininin ise, BPA maruziyetinde oksidatif hasari
azaltarak bobrek dokusunun korunmasina katk:
saglayabilecegi ortaya cikarilmigtir.

Yazar Katkilari: Calisma konsepti/Tasarimi: MY; Veri toplama: MB,
OG; Veri analizi ve yorumlama: MY, MB; Yazi taslag: MY, SK; 1(_;erigin
elestirel incelenmesi: SK, OG; Son onay ve sorumluluk: MY, OG, MB,
SK; Teknik ve malzeme destegi: OG; Siipervizyon: SK; Fon saglama
(mevcut ise): yok.

Etik Onay: Deney protokolleri Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Karar No:
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