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Zoledronik Asit Maruziyetinin Sinir Hiicresi Uzerine Etkisinin
SH-SY5Y Noroblastoma Hiicrelerinde Degerlendirilmesi

Evaluation of the Effect of Zoledronic Acid Exposure on Nerve Cell in SH-SY5Y
Neuroblastoma Cells

® Mehtap Kara

[stanbul Universitesi Eczacilik Fakdltesi, Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dal, [stanbul, Ttrkiye

Amag: Bifosfonatlar osteoporoz tedavisinde etkin olarak kullanilan ilaglardir. Zoledronik asit (ZA) osteoporoz tedavisinde kullanilan ve
imidazol grubu iceren bifosfonat tlrd ilacti. Osteoporoz tedavisinde kullaniimasinin yani sira, kanser hiicreleri Gzerinde anti kanser etkisi
oldugu duslndlmekte ve ayrica etki mekanizmasi baz alinarak ZA'nin Alzheimer, Huntington gibi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde de
kullanilabilecegine yonelik ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismada amag, ZA'nin SH-SY5Y hicrelerinde sitotoksisite ve oksidatif stres Gzerindeki
etkisinin arastiriimasidir.

Gereg ve Yontem: Sitotoksisite analizi icin SH-SY5Y hicrelerine ZA 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda 24
saat stiresince uygulandi ve 3-4,5-dimetilltiazol-2-yl]-2,5 difenil tetrazolyum bromid (MTT) testi ile sitotoksisite degerlendirmesi yapildi. Oksidatif
stres analizi icin total oksidan statii (TOS) ve total antioksidan statii (TAS) ELIZA testleri uygulandi. Oksidatif stres indeksi (OSI) hesapland!.
Bulgular: ZA'nin IC50 degeri 615,996 uM ve IC30 dederi 466,275 uM olarak hesaplandi. TAS, TOS ve OSI degerleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.

Sonug: ZA maruziyeti SH-SY5Y hicrelerinde oksidatif stresi indliklememektedir ve sitotoksisik konsantrasyonlari yiksek degerler olarak
karsimiza cikmaktadir. Bu nedenle sinir sistemi hastaliklarinda hilcrelere zarar vermeden etkin bir tedavi secenedi olarak dustnulebilir, ancak
detayli molekiler mekanizmalarin degerlendirildigi in vivo calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Zoledronic asit, SH-SY5Y hicreleri, oksidatif stres, MTT

Abstract

Obijective: Bisphosphonates are drugs that are effectively used for treating osteoporosis. Zoledronic acid (ZA) is a bisphosphonate type
drug containing the imidazole group, used for treating osteoporosis. In addition to its use for treating osteoporosis, it is thought to have an
anticancer effect on cancer cells, and studies have shown that ZA can also be used for treating nervous system diseases such as Alzheimer's
and Huntington'’s, based on its mechanism of action. Aim this study was to investigate the effect of ZA on cytotoxicity and oxidative stress
in SH-SY5Y cells.

Materials and Methods: For cytotoxicity analysis, ZA 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 and 1000 uM concentrations were exposed to
SH-SY5Y cells for 24 h and cytotoxicity assessment was performed using 3-{4.5-dimethylthiazol-2-yl]-2.5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
test. Total oxidant status (TOS) and total antioxidant status (TAS) ELISA tests were applied to oxidative stress analysis. The oxidative stress
index (OSI) was calculated.

Results: The IC50 value of ZA was calculated as 615.996 uM and the IC30 value was calculated as 466.275 uM. No statistically significant
difference was observed between the groups in terms of TAS, TOS and OSI values.

Conclusion: ZA exposure did not induce oxidative stress in SH-SY5Y cells and its cytotoxic concentrations appear as high values. For this
reason, it can be considered an effective treatment option in nervous system diseases without damaging the cells. However, in vivo studies
that evaluate detailed molecular mechanisms are required.
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Osteoporoz kemik kutlesinin azalmasi ile karakterize bir
hastalikti. Osteoporozun tedavisinde genellikle iki yaklasim
uygulanir; ilki kemik yikimin énleyici tedavi secenekleri, ikincisi
ise anabolizan etki gosteren ilaglarin kullanilmasidir. Bifosfonatlar
iyi tolere edildikleri dustndldiginden yaygin olarak osteoporoz
tedavisinde kullaniimaktadirlar (1). Bifosfonatlarin ¢cogu, kiriklari
Onlemek amagli oral olarak uygulanan ilaglardir. Oral uygulama
zorlugu bulunan hastalarda intravendz uygulama avantajli bir
secenektir (2). Bifosfonatlar kemik yikimini osteoklast hiicrelerini
inhibe ederek onlerler ve kemik yapisini korurlar. Bifosfonatlar
kalsiyum hidroksifosfat ¢dzlinmesini inhibe eder ve osteolizisi
engellerler. Bifosfonatlar vicutta uzun yar émire sahiptirler.
Bifosfonatlarin genel gdzlenen yan etkileri ates, bulanti,
kusma, kalsiyum magnezyum gibi elektrolit dengesizlikleri, gz
semptomlari, bébrek yetmezligi ve cene kemik nekrozudur (1-4).
Zoledronik asit (ZA), alendronat ve rizedronat ile birlikte tG¢linct
nesil bifosfonatlardandir. Bu ilaglar kemik yikimini azaltmak igin
kemik donguslni yavaslatirlar (3). ZA, primer, sekonder ve hafif
osteoporoz durumlarinda kullanilmaktadir. Uzun yari dmre sahip
oldugu icin yilda bir kez kullanim imkani bulunmaktadir. ZA
tedavisi ile kemik kirilmalari, ¢zellikle de omurga kemiklerinde
kirlmalarin dramatik sekilde azaldig bildirilmistir (5). ZA, tersiyer
nitrojen iceren bifosfonattir ve postmenopozal osteoporoza
yonelik kullaniimaktadir. Ayrica ZA malign iliskili hiperkalsemi ve
multipl myeloma gibi metastatik kemik hastaliklarinin tedavisinde
de kullanilmaktadir. ZA, postmenopozal osteoporoz igin dnerilen
yilda bir kez 5 mg dozuna kiyasla, onkolojiyle iliskili osteoporoz
icin daha ylksek dozlarda kullanimi énerilmektedir (2,6).

ZA, intraven6z uygulamadan sonra mineralize kemiklere ylksek
afinite gosterir, hizlica kemikte ylksek doénginin bulundugu
alanlarda birikir.  Kemik hcrelerine endositoz ile alindigi
distnllmektedir.  Kemik rezopsiyonunu farnesil pirofosfat
sentazi inhibe ederek ve protein prenilasyonunu &nleyerek
inhibe etmektedir. ZA, hidroksiapatitlere diger bifosfonat grubu
ilaclardan daha yutksek bir afinite ile baglanmaktadir. Yapilan
calismalarda ZA'nin farmakokinetik 6zellikleri detaylandirlmistir.
intravendz uygulamadan sonra hizica kandan kemiklere
gecisi olur ve plazma miktarl hizlica azalir. ZA, sitokrom P450
enzimleri ile metabolize olmaz ve dogrudan idrar ile atilir. ZA'nin
calismalarda genellikle iyi tolere edildigi bildirilmistir. infizyon
sonrasi en yaygin gdzlenen advers etkiler ates ylkselmesi
(preksi), miyalji, influenza benzeri semptomlar ve artralji olarak
bildirilmistir Daha az siklikta da g6z enflamasyonu, bulanti,
kusma gibi gastraintestinal sistem semptomlari ve bas agrisi
bildirilmis. Renal yetmezlik ve serumda kreatinin artisi diger
advers etkileri arasindadir. Ayrica ¢ene kemiginde nekroza da
neden oldugu bildirilmistir (5,7).

Literatlirde ZA'nin sinir sistemi veya sinir hiicreleri Gzerine etkisini
bildiren calismalar kisithdir (8-10). ZA kullaniminda retrobulbar
optik néropati gelisimine yonelik vaka raporu literatirde yer
almaktadir (11). Ancak yeni tedavi yaklasimlarinda bifosfonatlarin

cesitli ndrolojik hastaliklarin - tedavisinde de kullanilabilecegi
gindeme gelmektedir. Yapilan preklinik calismalarda nitrojen
iceren bifosfonatlarin, beyinde kalsifikasyon ile iliskili olan
Alzheimer, Huntington gibi hastaliklarda mevalonat yolagini
hedefleyerek tedavi secenegi olabilecedi bildirilmistir. Bu ilaglar
izoprenoid sentezinin inhibisyonunda rol alabilmekle birlikte
bunlarin, cesitli norolojik bozukluklarin ayirt edici ¢zelligi olan
bilissel islevlerin bozulmasi icin kritik faktorler olarak kabul edilen
beyindeki asetil kolinesteraz enzimini ve kolesterol sentezini
inhibe ettigi gosterilmistir. Bifosfonatlarin merkezi sinir sistemi
Uzerine ve gbrev alan molekuler yolaklar Uzerine etkilerine
yonelik bilgiler kisithdir (12).

Bu calismada amag, osteoporoz tedavisinde kullanilan ZA'nin
sinir hlcrelerinde sitotoksisitesinin ve oksidatif strese ydnelik
etkisinin total oksidan statl (TOS) ve total antioksidan statl
(TAS) analizleri ile belirlenmesidir.

Gereg ve Yontem

Kimyasallar

ZA, (toz seklinde) Centurion Pharma (istanbul, Tirkiye) firmasi
tarafindan hediye edildi. Total Oksidan Statls Kit ve Total
Antioksidan Statls Kitleri Elabscience Biotechnology Co., Ltd
(Houston, Texas, ABD) firmasindan alindi. 3-(4,5-dimetilltiazol-
2-y)-2,5 difenil tetrazolyum bromid (MTT) ve dimetistfoksit
(DMSO) Merck (Munih, Almanya) firmasindan alindi.

Hiicre Kiiltirii Uygulamalar

SH-SY5Y (CRL2266) noroblastoma hucreleri Amerikan  Tip
Kdltdr Koleksiyonu'ndan (American Type Culture Collection)
alindi. Hucrelerin kiltird bu firmanin énerdigi  dogrultuda
gerceklegtirildi. Hucreler 37 °C ve %5 CO, kosullarinda kiiltire
edildi. Kiltir medyumu %10 oraninda isi ile inaktive edilmis fétal
sigir serumu ve %71 oraninda antibiyotik (100 U/mL penisilin
ve 100 pg/mL streptomisin) iceren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12 besiyeri icerisinde kilttre edildi.
Hucreler ko-fluent duruma geldiklerinde 3-4 glinde 1 olacak
sekilde pasajlandi. Bu calismada tim analizler Ug tekrar ve g
ayri glin olacak sekilde uyguland.

Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite degerlendirmesi icin MTT testi uygulandi. ZA
maruziyeti uygulanmadan 6nce SH-SY5Y hicreleri 96 kuyucuklu
mikroplakalarda 1x104 hicre/100 uL besiyeri olacak sekilde
kilttre edildi ve 24 saat hlcrelerin adezyonu icin inklbe edildi.
Sonrasinda hticreler ZA ile muamele edildi. ZA stok ¢ozeltisi 10
mm olarak hazirlandi. MTT testi icin 25, 50, 100, 200, 400, 600,
800 ve 1.000 uM konsantrasyonlarinda ZA hicrelere uygulandi
ve 24 saat 37 °C ve %5 CO, kosullarinda inkiibe edildi. Yirmi dért
saat inklibasyon sonrasinda 20 pl MTT ¢6zeltisi eklendi ve 3 saat
daha inkibe edildi. Sonrasinda Ust sivi atilarak DMSO eklendi ve
570 nm'de absorbanslar mikroplaka okuyucu ile (Biotek, Epoch,
Vermont, ABD) 0lclldu.
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Total Oksidan Statii ve Total Antioksidan Stati
Analizleri

MTT testi sonucunda belirlenen yari maksimum inhibitor
konsantrasyon ~ (IC50) degerinden daha  dusik  ZA
konsantrasyonlari (400 uM, 200 uM, 100 uM ve 50 uM) TAS ve
TOS analizi icin 25'lik flasklarda kdltire edilmis hiicrelere 24 saat
stresince uygulandi. Maruziyet uygulanan hucreler ve kontrol
grubu hiicreleri 37 °C ve %5 CO, kosullarinda inkibe edildi.
TAS ve TOS analizi Elabscience Biotechnology Co., Ltd (Houston,
Texas, ABD) firmasindan alinan ELIZA kitleri ile Uretici firmanin
talimatlarina gore degerlendirildi. Tripsin-EDTA uygulamasi ile
kaldirilan hicre stspansiyonlari 1.000xg’de (2-8 °C) 20 dakika
siresince santrifdj edildi. Stpernatant ile calismaya devam edildi.
Hem TAS hem de TOS analizleriicin 1, 2, 4, 8 ve 16 U/mL standart
seriler kit icerigindeki ¢ozeltiler ile hazirlandi ve cizilen standart
egriye gore deney maruziyet konsantrasyonlarinda TAS ve TOS
miktarlari hesaplandi. TOS seviyeleri, TOS'ye karsi biyotinlenmis
antikorlar ve TAS seviyeleri, TAS'ye karsi biyotinlenmis antikorlarin
spektrofotometrik olarak él¢timesi ile belirlendi. Sonuglar hem
TAS hem de TOS analizleri icin U/mL olarak ifade edildi. Daha
kesin bir gdsterge olarak oksidatif stres indeksi (OSI), TOS'nin
TAS'ye orani olarak hesaplandi (13,14).

istatistiksel Analiz

Veriler tek yonli varyans analiz ANOVA ile analiz edildi, ardindan
post hoc Dunnett testi ve ortalama + standart sapma olarak
ifade edildi. istatistik anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak belirlendi.
Tum analizler Windows icin istatistiksel paket SPSS strim 20.0
(SPSS Inc., Chicago, lllinois, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bulgular

Uygulanan 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1.000 uM ZA
konsantrasyonlarindan yapilan MTT analizi sonucuna gore, SH-
SY5Y hcrelerinde ZA'nin 1C50 degeri 615.996 pM ve 1C30
degeri 466.275 M olarak hesaplandi. ZA'nin MTT testine gére
hiicre canliigi Gizerine etkisi Sekil 1°de gdsterilmistir.

TAS ve TOS analizi icin 1C30 degeri olan 466.275 uM'den daha
dlstk konsantrasyonlar (400 uM, 200 uM, 100 pM ve 50 uM)
calismada kullanildi. TOS analizine gére uygulanan konsantrasyon
arttikca oksidatif stres artmig gorinse de istatistiksel olarak
gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi. TAS analizi sonuglarina

gore istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi.
OSl'ya gore de istatistiksel olarak gruplar arasinda anlaml fark
gozlenmedi (p>0,05) (Tablo 1, Sekil 2).

Tartisma

Bifosfonatlarin osteoporoz endikasyonu disinda cesitli kanserler
ve merkezi sinir sistemi hastaliklarinda da kullanimi gindemde
yer almaktadir (12,15-17). Literatlrde, bifosfonatlarin  ve
ZA'nin dedisik hiicre hatlarinda sitotoksisite degerlendirmesine
yonelik, hedeflenen hicre ve doku grubu ve tedavi stratejisini
degerlendirmek amaci ile cok sayida calisma yer almaktadir
(12,18-20).

Bu calismada bifosfonat grubu ilag olan ZA'nin SH-SY5Y
hicrelerindeki  sitotoksisite ve oksidatif stres mekanizmasi
Uzerine etkisini degerlendirdik. Calismamizda MTT testine
gore 1C50 degeri 615.996 uM olarak hesaplandi. Ayrica TAS,
TOS ve OSI analizine gdre ZA'nin SH-SY5Y hicrelerinde 24
saat maruziyeti ile oksidatfi stresi indiklemedigi ve hucrelerin
antioksidan kapasitesini distrmedigi gdzlendi.

Wang ve ark. (21) (2014) Hela, SiHa, and CaSki servikal
kanseri htcrelerinde ZA'nin 5, 50 ve 100 uM uygulamasinda
her U¢ hlcre hattinda da konsantrasyona bagl olarak hicre
canliiginin azaldigini bildirmislerdir. 100 uM konsantrasyonda ise
%60'dan fazla hiicre canlilik inhibisyonu her 3 hiicre hattinda
da gdzlenmistir. Singireesu ve ark. (22), 2018 Vero ve MDCK
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Sekil 1. MTT analizine gére 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve
1.000 pM ZA konsantrasyonlarinin SH-SY5Y hlicreleri tzerinde %
inhibisyon degerleri

MTT: Difenil tetrazolyum bromid, ZA: Zoledronik asit

Tablo 1. ZA maruziyeti sonucunda SH-SY5Y hiicrelerinden elde edilen TOS, TAS ve OSI degerleri

Parametreler TOS (U/mL) TAS (U/mL) osl

Gruplar Ort. £SS p Ort. +SS p Ort. 5SS P

Kontrol 2,38 0,47 3,05 0,22 0,78 0,21

50 uM 1,98 0,13 p>0,05 |2,92 0,17 p>0,05 0,68 0,08 p>0,05
100 uM 2,74 0,29 p>0,05 |2,97 0,21 p>0,05 0,92 0,14 p>0,05
200 uM 2,76 0,1 p>0,05 | 2,7 0,21 p>0,05 1,02 0,04 p>0,05
400 pM 3,15 1,24 p>0,05 2,52 0,38 p>0,05 1,23 0,39 p>0,05
ZA: Zoledronik asit, Ort: Ortalama, SS: Standart sapma, OSI: Oksidatif stres indeksi, TOS: Total oksidan statii, TAS: Total antioksidan statl, p degerleri kontrol grubuna
kiyasla degerlendirmeleri géstermektedir.
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Sekil 2. Yirmi dort saat ZA maruziyeti sonucu SH-SY5Y hicrelerinde TOS, TAS ve OSI degerleri. Bu dederler sonucuna gore ZA 24 saat
maruziyetinde hicrelerde anlamli bir oksidatif stres artisi veya antioksidan kapasite azalmasi gézlenmemistir
TOS: Total oksidan statt, TAS: Total antioksidan stat, OSI: Oksidatif stres indeksi, ZA: Zoledronik asit

hiicrelerinde ZA'nin IC50 degerini MTT testi ile yaptiklar analizde
sirasi ile 7,41 ve 109.58 uM olarak bildirmislerdir. Yapilan baska
bir calismada insan osteosarkoma MG-63 ve U-2 OS hiicrelerine
0, 25, 50,100 ve 200 uM ZA 24, 48 ve 72 saat olarak uygulanmis
ve hiicre canliiginin her iki hiicre tiriinde de hem konsantrasyon
hem de sire ile iliskili olarak azaldigini gdstermislerdir (16). Lang
ve ark. (23), 2016, HUVEC hicrelerinde 24 saat 0 ile 500 uM
konsantrasyon araliginda ZA maruziyetinin, ZA konsantrasyonu
arttikca hicre canliiginin istatistiksel anlamli olarak azaldigini
gostermislerdir.  Yapllan  baska bir c¢alismada  SH-SY5Y
hicrelerinde ZA'nin 24 saat maruziyetinde blyime inhibisyon
50 (GI50) degeri 34,1 uM olarak bildirilmistir (24). Bizim calisma
sonuglarimiz ile bu calismalardaki IC50 deger farkliliklari calisilan
hticre tipi farkliidi, maruziyet uygulama sdresi farkliligi ve deney
ortamlari farklihgr ile iliskili olabilir.

ZA'nin oksidatif stres mekanizmasi Uzerine etkisine yonelik
calismalarda birbiri ile celiskili sonuclar yer almaktadir. Bazi
calismalarda oksidatif stresi azalttigi bazi calismalarda ise
artirdigina yonelik veriler yer almaktadir. Bazi calismalarda
Ozellikle kemik hiicrelerinde ZA uygulamasinin hicresel oksidatif
stresi cesitli molekuler yolaklar Uzerinde azalttigi gosterilmistir.
Ancak literatlrdeki bazi calismalarda ise ZA uygulamasinin
oksidatif stres indtkll apoptoz ve otofajiyi uyardigr gosterilmistir
(25-28). Bu calismada ise SH-SY5Y hicrelerinde 24 saat ZA
maruziyetinde oksidatif stres artisi veya antioksidan kapasite
azalmasi gozlenmemistir.

Yapilan calismalardaki sitotoksisite ve hicresel oksidatif stres
verileri ZA'nin antikanser calismalarinda etkin bir ilag olabilecegini
distndirmektedir. Ancak, bu calismadan elde edilen 1C50
degerinin ylksek olmasi, ZA uygulamasinin sinir hlcrelerinde
sitotoksik etkisini daha ylksek konsantrasyonlarda gésterdigini
ve noroblastoma kanser tirlinde etkinligine yonelik daha
detayli arastirmalar gereksinimi oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir.
Baska bir agidan bakildiginda ZA'nin Alzheimer, Huntington
gibi sinir sistemi hastaliklarinda da aday tedavi yaklasimi
olarak kullanilabilecegini dustinirsek, ZA'nin sinir hiicrelerine
hasar vermeden ve hicrelerde hicresel stres mekanizmasini
tetiklemediginden etkin tedavi se¢enegi olarak karsimiza ¢iktigi
gorilmektedir.

Sonuc¢

Sonug olarak, ZA'nin sinir sistemi hastaliklarinda bir tedavi
secenedi olarak etkinligi, hangi molekiler mekanizmalari
etkiledigi ve tedavinin sonucunun kalicigina yoénelik daha
detayli in vitro ve in vivo model calismalarinin yapilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu calisma literatlirde SH-SY5Y noroblastoma
hlcrelerinde ZA'nin sitotoksisite derecesini ve hiicresel oksidatif
stres ve antioksidan kapasite Uzerindeki etkisini gosteren ilk
calismadir.
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