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Ozet

Alendronat kemik rezorpsiyonunun selektif inhibitdri olan bir aminobifosfonat olup 6zellikle postmenopozal dénemde goriilen
osteoporozun tedavisinde kullaniimaktadir. Postmenopozda ortaya c¢ikan degisikliklerin yasam kalitesini etkiledigi bilinmektedir.
Bu calismada overektomili sicanlar Gizerinde alendronat tedavisinin zamana bagh olarak bobrekteki oksidan durum Uzerinde etkisi
incelenmistir. Overektomi yapilan sicanlara 2, 4 ve 8 hafta alendronat (0.3 mg/kg) intraven6z uygulanmistir. Serumda Urik asit ve
kreatinin duizeyleri, bdbrek dokusunda malondialdehid (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyi, katalaz (CAT), siiperoksid dismutaz (SOD) ve
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesine bakilmistir. Overektomili sicanlarda serum kreatinin ve urik asit diizeylerinin yiikseldigi, alendronat
tedavisi ile zaman bagli olarak azaldigr goérilmustir. Bobrek MDA diizeyleri ve MPO aktivitesinin hem overektomi grubunda hem de
alendronat tedavisi alan gruplarda yukseldigi gortlmustir. Buna karsin overektomili grupta bdbrek GSH, SOD ve CAT dizeylerinin
azaldig, alendronat tedavisi ile zamana bagli olarak arttigi gézlenmistir. Sonug olarak kemik rezorbsiyonun goriildiigu overektomide
bobrek dokusunda bazi oksidatif degisiklikler meydana geldi ve alendronat tedavisinin zamana bagli olarak antioksidan kapasiteyi
arttirdigi bu calismada gosterilmistir.

Anahtar sézciikler: Alendronat, Oksidatif stres, Overektomi, Bifosfonat

Effects of Alendronate on Kidney Tissue of Ovariectomized Rats

Summary

Alendronate is an aminophosphanate, selective inhibitory of bone resorbtion, used for treatment of osteoporosis in postmenopause.
It is known that changes occurring in postmenopausal period effect the quality of life. In this study, effect of the alendronate treatment
time on renal oxidative status was investigated in ovariectomized rats. Alendronate was intravenous administered at 0.3 mg/kg dosage
on weeks 2, 4 and 8. Serum creatinine and uric acid levels and kidney malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and myeloperoxidase (MPO) level and activities were measured. Serum creatinine and uric acid levels
increased in depending on the time of alendronate treatment on ovariectomized rats. Kidney MDA level and MPO activity increased in
both ovariectomized and alendronate groups. Kidney GSH level and SOD and CAT activities decreased in the ovariectomized rats and
these levels increased in depending on time of alendronate treatment. As a result, some oxidative changes occurred in the kidney tissue
of ovariectomized rats with bone resorption and alendronate treatment increased the antioxidant capacity in depending on the time.

Keywords: Alendronate, Oxidative stress, Ovariectomy, Biphosphanate

GiRiS

GliniimUzde osteoporoz tedavisinde bircok ajan kulla-
nilmaktadir. Ozellikle hormon replesman tedavisi hem
osteoporozun dnlenmesinde hem de tedavisinde kullanilir.
Bunun yani sira hormon replesman tedavisi ile birlikte
veya tek basina bifosfanatlarin da oldukca etkili oldugu
bilinmektedir. Bifosfonatlar, kemik metabolizmasina gicli
etkileri olan pirofosfatin sentetik analoglaridir. Baslica

etkiyi kemik metabolizmasi lizerine dogrudan kemik yiki-
mindan sorumlu osteoklastik aktiviteyi azaltarak goste-
rirler. Bifosfonatlar dolayli olarak da osteoblastik aktiviteyi
de azaltirlar ve kalsiyumun tutulumunu saglarlar ™. Bi-
fosfanatlar icerisinde en sik kullanilanlar arasinda bulunan
alendronat nitrojen iceren osteoporoz tedavisinde etkinligi
ispatlanmis antirezorptif ajanlardan biridir 2. Alendronat
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amino-bifosfanat grubunun bir bilesigi olup nitrojen
icermeyen diger bifosfonatlara gore 10-100 kat daha
fazla rezorbsiyonu inhibe etme glcline sahiptir . Yapilan
calismalarla post menopozal osteoporozda alendronat
tedavisinin etkin oldugu ve baz ilaglar ile kombinasyonunda
etkili bir tedavi rejimi olabilecegi gosterilmistir . Ayrica
nitrojen iceren bifosfanatlarin kanserde gerceklesen kemik
metastazi lzerinde de etkili oldugu bildirilmektedir ©.
Bifosfanatlarin oksidatif stresi arttirarak antioksidan etkiyi
azaltugi bildirilirken ®, bazi calismalarda da antioksidan
sistemler Gzerinde farkh etkiler gosterdigi 6ne slrmek-
tedir . Bu calisma ile overektomili sicanlarin bébrek doku-
sunda alendronatin oksidan ve antioksidan denge lizerinde
etkili olup olmadiginin arastirilmasi amacglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Cahismada 42 adet ortalama agirhidi 302.21+£30.88 g
olan wistar albino sican kullanildi. Calisma Marmara Univer-
sitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezin-
de 45.2005.MAR nolu etik kurul onayi alinarak yapildi.
Hayvanlar standart kafeslerde standart laboratuvar yemiyle
beslendiler, su ve yem kisitlamasi yapilmadi. Oda 151g1 12
saat aydinlik 12 saat karanlik, sicaklik 22+2°C ve nem orani
%50+10 olacak sekilde ayarlandi.

Overektomi

Overektomize gruplara ait sicanlara 40 mg/kg g
ketamin hidroklorid (Ketasol*, Richter Pharma, Avusturya)
AG ve 10 mg/kg xylazine hidroklorid (Rompun* Bayer,
istanbul, Tiirkiye) intramuskdiler uygulandi ve hayvanlar
genel anesteziye alinip dorso-ventral olarak diseksiyon
tahtasina sabitlendi. Abdominal bolgede merkez 1 cm bir
deri insizyonu yapilarak ve bag dokusu ayrilarak periton
bosluguna ulasildi. Ovaryumlar, insizyonun uterus tiipi ile
birlestigi yerden ligatiire edilerek kesildi ve uterus tekrar
eski yerine yerlestirildi. Calismada sicanlar 7 gruba ayriimig
ve her bir grup 6 adet sicandan olusmaktadir. Gruplar
kontrol, overektomi (OV) ve overektomi + Alendronat (OV +
AL) olarak olusturuldu, alendronat uygulamasi 2, 4 ve
8 hafta periyodlarda gerceklestirildi. Alendronatin osteo-
poroz tedavisinde Onerilen giinlik dozu baz alinarak
sicanlara alendronat 0.3 mg/kg olacak sekilde intravenoz
olarak verildi. Ayni zamanda kontrol grubunu olusturan
saglikh ve overektomili sicanlara da placebo olarak serum
fizyolojik verilerek ayni kosullarda bekletildi.

Kan ve Doku Ornekleri

Bitlin gruplardaki hayvanlar, son uygulamadan 24
saat sonra genel anestezi altinda 40 mg/kg ketamin
hidroklorid (Ketasol*, Richter Pharma, Avusturya) AG ve
10 mg/kg xylazine hidroklorid (Rompun* Bayer, istanbul,
Turkiye) kullanilarak kardiyak delme islemi ile sakrifiye
edildikten sonra kan ve bobrek dokusu ornekleri alindi.
Kan ornekleri +4°C'de 2.500 rpm'de 5 dak. santrifij

edilerek serum ayrildi. Serumda kreatinin ve Urik asit sevi-
yelerine bakildi. Bobrek dokulari tiim homojenatta 1:10
(w/v) bulunacak sekilde homojenizatérde %1.15 KCl iceren
tampon ile buz icerisinde homojenize edildi. Homojenattan
5000 rpm'de, +4°C'de 15 dak. santrifiij yapilarak siiper-
natant elde edildi. MDA, GSH diizeyleri ile MPO, SOD ve
CAT aktiviteleri belirlendi.

Serumda Kreatinin ve Urik Asit Olciimii

Serumda kreatinin 6lcimu alkali kosullarda kreatinin
ve pikrik asitin kompleks olusturmasina dayanan Jaffe @
metoduna gore yapildi. Kompleksin renk yogunlugunun
absorbansi 520 nm'de spektrofotometrede 6lciildd, sonuglar
kreatinin standart grafigi kullanilarak hesaplandi. Urik asitin
Urikaz enziminin katalizorliginde allantoin ve hidrojen
peroksite donilismesi sonrasinda olusan kromojen bilesigin
rengin 520 nm de 6lctilmesine dayanan Urik asit ticari kiti
(URI-10100, BT) kullanilarak spektrofotometrede (Shimadzu
UV 1800, Japan) tespit edildi.

Oksidatif Stres ve Antioksidan
Parametrelerin Ol¢iimii

- MDA ve GSH Ol¢iimii: Dokuda MDA icin Beuge
yontemine gore yapildi ®. 1:10 doku homejenati iizerine
esit hacimde %15 w/v trikoloroasetik asit, %0.375 w/v
tiyobarbutirik asit ve 0.25 mol/L hidroklorik asit iceren
¢ozeltisi eklendi ve karistirildi. Karisim 30 dak. kaynar su
banyosunda bekletildikten sonra 10 dakika 3000 rpm'de
santriflij edildikten sonra 535 nm de okundu. GSH tayini
icin modifiye Ellman yontemi kullanildi . Homojenattan
elde edilen 0.5 ml siipernatant lzerinde 2 ml of Ellman
ayiraci eklenerek absorbansi 412 nm de olculdd.

- MPO, CAT ve SOD Aktivite Olciimii: MPO aktivitesi icin
Hillegass yontemi kullanildi ', Doku 6rnekleri %0.5 HETAB
iceren 50 mM fosfat tamponunda homojenize edildi.
Ornekler 20 mg/ml o-dianisidin hidrokloriir ve 20 mM H,0,
iceren tampon ile karnstirildiktan 3 dak. sonra 460 nm'de
Olciim yapildi. CAT aktivitesi Aebi yontemi kullanilarak
UV/visible spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800, Japan)
olctlda "2, Bu yonteme gore H,0,'nin H,0 ve O,'ye donu-
simini sirasinda olusan absorbans azalmasi 240 nm
de takip edildi. SOD aktivitesi Mylroie yontemine gore
yapildi '3, 50 pl 6rnek tizerine 2 ml tampon (50 mM fosfat
tamponu icerisinde 0.1 mM EDTA, 0.39 mM riboflavin,
6 mM o-dianisidin) eklenir. 20W floresan isik 6niinde
37°C'de 8 dakikadaki absorbansi 460 nm'de ELISA oku-
yucusunda (Epoch Biotek, USA) &lclldi. Protein tayini icin
Bradford yontemi kullanildi 1,

istatistiksel Analizler

istatistiksel hesaplamalar SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, ABD) yazilimi kullanilarak yapildi. Tek drneklemeli
Kolmogorov-Smirnov testi ile verilerin normal dagilima
uyup uymadigi incelendi. Tum gruplarda normal dagilim
olmasi durumunda, grup ici degerlendirmeler one-way
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Anova testi kullanilarak yapildi. istatistiksel anlamlilik siniri
P<0.05 olarak kabul edildi. Degerler ortalamazstandart
sapma (ort.+SS) olarak verildi.

BULGULAR

Serum kreatinin diizeylerinin zamana bagli olarak OV
grubunda kontrol grubuna goére yukseldigi gorulmus
fakat bu artis anlamli bulunamamistir (Sekil 1A). 8 haftalik
sonuglara bakildigi zaman OV+AL grubunda kreatinin
dizeylerinin OV grubuna gore anlamli olarak azaldigi
gorilmektedir (P<0.05). Sekil 1Bde gorildigi gibi serum
urik asit dlizeyleri zamana bagl olarak 4 hafta (P<0.05) ve

8 haftalik (P<0.001) OV gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli olarak artis gostermistir. 8 haftalik alendronat uygu-
lamasi olan OV+AL grubu ile OV grubu karsilastirldiginda
serum (Urik asit seviyeleri anlamli derecede azalmistir
(P<0.001).

Oksidatif stres gostergelerinden biri olan MDA seviyeleri
bobreklerde 2 ve 4 haftalik OV gruplarinda kontrol grubuna
gore artis gostermistir (P<0.001). Alendronat uygulamasi
ile 2, 4 ve 8 haftalik biitiin OV+AL gruplar kendi OV grubu
ile karsilastirildiginda MDA seviyelerinin anlaml derecede
arttigi gorilmektedir (Sekil 2A, P<0.001). Ayni zamanda
MPO dizeylerine bakildiginda 2 ve 4 haftalik OV grup-
larinda kontrol grubuna gore anlamli derecede artis gorul-

A B
10- 75- i Sekil 1. Serum parametrelerindeki degisiklik-
ler, A) Serum kreatinin seviyeleri, B) Serum
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Sekil 3. Bobrek dokusu antioksidan kapasite
degisiklikleri, A) Bobrek GSH seviyeleri, B)
B&brek SOD seviyeleri, C) Bobrek CAT diizey-
leri (+: kontrol grubu ile karsilastirildigina, *:
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Fig 3. Antioxidant capacity changes in kidney
tissue, A) Kidney GSH levels, B) Kidney SOD
levels, C) Kidney CAT levels (+: compared to
control group, *: compared to OV group)
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mektedir (P<0.001). OV+AL gruplarinda da alendronat
tedavisinin ardindan OV gruplarina gore 2, 4 ve 8 haftalik
gruplarda anlamli bir artis gorilmektedir (Sekil 2B,
P<0.001).

Antioksidan durumun belirtecleri GSH, SOD ve CAT
aktivitesi Sekil 3'te gosterilmektedir. Bobrek GSH duizeyleri her
Uc grubun OV gruplarinda kontrol grubuna gore anlaml
bir duisiis gostermektedir (P<0.001). Bu GSH duizeylerindeki
disis alendronat uygulanmasi ile her t¢ grubun OV+AL
gruplarinda OV gruplarina goére artis gostermektedir (Sekil
3A, P<0.001). SOD aktivite seviyelerinin OV gruplari ile
kontrol grubu karsilastirildiginda 2 haftalik grupta azaldig
(P<0.01), 4 ve 8 haftalik grupta bu azalisin daha fazla
oldugu gorilmektedir (P<0.001). Alendronat uygulanan
gruplarda bobrek SOD diizeylerinin 8 haftalik uygulamada
OV+AL grubu ile OV grubu karsilastirildiginda yukseldigi
gorilmektedir. SOD diizeylerinde 2 ve 4 haftalik alendronat
uygulanan gruplarda anlaml degisiklikler gézlenmemistir
(Sekil 3B, P<0.05). CAT aktivite diizeylerinin OV gruplarinda
kontrol grubuna gore azaldigi fakat 4 haftalik OV grubun-
da anlamli olarak degistigi gortlmektedir (P<0.001).
Alendronat uygulanmasi ile OV+AL gruplar OV gruplari
ile karsilastirildiginda CAT aktivitesinde artis gorilmekle
birlikte 2 hafta (P<0.05) ve 4 haftalik (P<0.05) uygulamalarda
anlamli degisiklik bulunmustur (Sekil 3C).

TARTISMA ve SONUC

Alendronat 6zellikle postmenopozal dénemde goriilen
osteoporozun tedavisinde kullanilan osteoklasta bagimli
kemik rezorpsiyonunun selektif inhibitori olan bir
aminobifosfonattir M. Bifosfonatlar insan viicudunda bob-
rekler tarafindan elimine edilir. Hayvanlarda yiksek doz-
larda verilen bifosfonatlarin renal fonksiyonlar tizerinde
cesitli yan etkilerinin oldugu bildirilir. Bifosfonatlarin post-
menopozal osteoporozda bobrek fonksiyonlari tizerinde
yan etkisinin olmadigi ile ilgili goriislerde mevcuttur .

Alendronat uygulamasinin serumda bazi parametreler-
de degisiklik yarattigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir 7,
Galismamizda renal fonksiyonlardaki degisikligi gormek
icin serum kreatinin ve serum Urik asit degerlerini inceledik.
Galismamizda 8 hafta alendronat uygulanmasi ile serum
kreatinin dizeylerinin azaldigi gorilmektedir. Serum
kalsiyum/kreatinin diizeyleri bodbrek fonksiyon testlerinin
yani sira osteoporoz tanisinda kullanilan belirteclerdir.
Kovac ve ark.l'¥, bobrek transplantasyonu yapilan hasta-
larda kemik kaybinin dnlenmesinde alendronatin etkili
oldugunu ve alendronatin serum kreatinin duzeylerini
uzun sireli tedavide azalttigini bildirmislerdir. Buna karsin
Shahbazian ve ark.', postmenopozlu hastalarla yaptiklari
calismada oral olarak kullanilan giinliik 10 mg alendronatin
serum kreatinin ve kalsiyum diizeyleri tizerinde etkili olma-
digini gostermislerdir. Postmenopoz déneminde serum
urik asit seviyelerinin arttigi ve renal fonksiyonlar (izerinde
olumsuz etkileri oldugu yapilan calismalarla bildirilmek-

tedir. Postmenaopoz dénemde uygulanan hormon replas-
man tedavisi ile bu etkinin azaldigi 6ne siirliimektedir 2021,
Galismamizda overektomili sicanlarda serum urik asit
dizeylerinin arttigini ve alendronat tedavisi ile dustigini
gozlemledik. Jamal ve ark.??, alendronat kullaniminin
ileri yaslardaki kadinlarda renal fonksiyonlar Gzerine
yaptiklari ¢calismada kreatinin klirensi ve serum kreatinin
dizeyleri ile ilgili olumlu bulgular elde etmislerdir. Post
menopozda azalan kreatinin klirensinin ve artan serum
kreatinin diizeylerinin alendronat tedavisi ile diizeldigini
ve alendronat tedavisinin glivenli ve yan etkisinin az
oldugunu 6ne stirmektedirler

Bifosfanatlarin oksidatif stres lizerinde etkili oldugu
ve antioksidan sistemler Uzerinde farkli etkiler gosterdigi
bildirilmektedir 7). Reaktif oksijen tirleri (ROT) bircok
biyolojik reaksiyonlarda yer almakla birlikte bazi hasta-
liklarin patogenezinde dnemli rol oynamaktadirlar 23, ROT’
lar hiicre membrani, genetik materyaller ve enzimatik yollar
Uzerine etki ederek doku hasarina neden olabilirler. Serbest
radikaller ile antioksidan dengenin bozulmasi durumunda
hicreler oksidatif hasara karsi birtakim enzimatik ve
enzimatik olmayan sistemleri harekete gecirirler 24251,
Serbest radikaller araciiginda hiicre membraninin stabili-
tesinin bozulmasi ile lipid peroksidasyonun gerceklesmesi
sonucu meydana gelen MDA, oksidatif stresin belirlen-
mesinde 6nemli bir belirteg olarak kullanilir. MPO nétro-
fillerden salinan bir enzim olup, nétrofil infiltrasyonunun
gostergesi olarak kabul edilir. Notrofiller serbest oksijen
radikallerinin potansiyel bir kaynagidir ve 6zellikle infla-
matuar hastaliklarda meydana gelen doku hasarinda
rol oynarlar 2%, Hiicreler icin SOD, CAT ve GSH onemli
savunma mekanizmalarinin temelini olustururlar. Hiicre
icinde mitokondride yer alan SOD superoksit radikalini
hidrojen peroksite donistiiren antioksidan bir enzimdir.
CAT ise hiicrelerde peroksizomlarda bulunan hidroksil
radikallerinin olusumunu 6nleyerek hidrojen peroksiti
suya ayristiran bir enzimidir. Glutamik asit, sistein ve glisin
aminoasitlerinden meydana gelen suda ¢6zlnur bir anti-
oksidan ve indirgeyici ajan olan GSH serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara
karsi korur. GSH hiicresel savunma sistemlerinde rol
oynayarak oksidatif hasarlarda baslica koruyucu mekaniz-
may! olusturur. Cesitli uyarilarla olusan doku hasarlarinda
GSH duzeylerinde azalma oldugu bildirilmektedir 2527,

Postmenopoz doneminde oksidatif streste artis oldugu
ve antioksidan denge Uzerinde buiyiik degisikliklerin oldugu
klinik calismalarda bildirilmektedir 3. Yapilan calismalarda
postmenopoz doneminin taklit edildigi overektomi olus-
turulan sicanlarda oksidatif stresin arttigi SOD, CAT, GPx
gibi antioksidan enzimlerin azaldi§i gosterilmistir 2839,
Calismamizda overektomide SOD ve CAT aktivitesinin
dustigund uzun siure alendronat uygulamasi ile bu
aktivitenin arttigini goézlemledik. Muthusami ve ark.BY,
overektomili sicanlarin femur dokusunda MDA seviyele-
rinin normal sicanlara gore arttigini, SOD ve GPx seviye-
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lerinin dustugunu gostermiglerdir. Biz ¢calismamizda over-
ektomide ve alendronat uygulanmasinin MDA ve MPO
dizeylerinin arttirdigini belirledik. Alendronatin yiiksek
dozlarda toksik etki yaratarak oksidatif stresi arttirdigi da
ayrica bildirilmistir 32, Yalin ve ark., overektomili
sicanlarda alendronat uygulamasinin hepatik antioksidan
enzimler Uzerine etkisi konusunda yaptiklari ¢alismada
alendronat uygulanmasi ile karaciger MDA ve SOD
seviyelerini yukseldigini bildirmislerdir. Alendronat uygu-
lamasinin antioksidan sistemler lzerindeki etkisi ile ilgili
cok fazla calismaya rastlanamamistir. Konyalioglu ve ark.®4,
overektomize sicanlarda beyin, kalp ve karaciger doku-
sunda GSH duizeylerinin azaldigini gostermislerdir. Calisma-
mizda overektomi gruplarinda GSH duzeylerinin azaldigini
ve alendronat tedavisi ile arttigini bulduk. Literatilrle
bu konuda paralellik gostermekle birlikte alendronatin
GSH duzeyleri tizerinde etkili oldugu ile ilgili yapilan ilk
calismadir. Benghuzzi ve ark. tarafindan overektomili
sicanlarda 4 hafta alendronat tedavisi ile renal fonksiyon-
larda meydana gelen hasarin diizeltilebilecegi vurgulan-
mistir B3, Zinnuroglu ve ark.”, postmenopozal osteo-
porozda gorilen oksidatif strese karsi bifosfonat kullani-
minin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Sonug olarak, overektomi ile meydana gelen kemik
rezorbsiyonunda bobrek dokusu Uzerinde bazi oksidatif
degisiklikler Gzerinde alendronat tedavisinin zamana bagli
olarak antioksidan kapasiteyi arttirdigi tespit edilmistir.
Klinik agidan post menopozal dénemde alendronat kulla-
nimi osteoporoz riskini azaltabilecegi gibi bobrek fonksi-
yonlarinin korunmasinda da énemlidir.
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