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OZET

Amag: Eksitotoksisite glutamatin asir1 konsantrasyonlarinin yol actig1 patolojik bir
durumdur. Miyostatin iskelet kaslarinin eksprese ettigi bir miyokin olup, beyindeki
etkisi hakkinda bilgiler azdir. Bu caliymada, miyostatin tedavisinin SH-SY5Y
hiicrelerinde glutamat eksitotoksisitesine kargi hiicresel canlilik, oksidan-antioksidan
durum ve apoptoz lizerine etkisi arastirilmusgtir.

Yontem: SH-SYS5Y hiicreleri kiiltiire edildikten sonra; 1.Kontrol grubu, 2.Glutamat
grubu, 3. Miyostatin grubu, 4. Miyostatine + Glutamat grubu olmak iizere 4 gruba
ayrildi. Belirlenen tedaviler uygulandiktan sonra XTT yOntemiyle hiicresel sag kalim,
hiicresel oksidan durum Total oksidatif stres (TOS), Total antioksidatif stres (TAS)
ve kaspaz-3 diizeyleri belirlendi.

Bulgular: Glutamat hiicre sag kalimini ve TAS diizeylerini azaltirken, TOS ve
kaspaz-3 seviyelerini artirdi. Miyostatin tedavisi tek basina antioksidan diizeyi
kismen artirsa da glutamatla birlikte uygulandiginda anlamli bir etkiye yol agmadi.
Sonug¢: Bu sonuglar glutamat eksitotoksisitesinin yol agtig1 hiicresel hasarlara karst
miyostatinin iyilestirici etkisinin olmadigini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Glutamat, Miyostatin, SH-SY5Y.

ABSTRACT

Aim: Excitotoxicity is a pathological condition caused by excessive concentrations
of glutamate. Myostatin is a myokine expressed by skeletal muscles and little is
known about its effects in the brain. In this study, we investigated the effect of
myostatin treatment on cellular viability, oxidant-antioxidant status and apoptosis
against glutamate excitotoxicity in SH-SY5Y cells.

Method: SH-SYS5Y cells were cultured and divided into 4 groups as 1. control group,
2. glutamate group, 3. myostatin group, 4. myostatin + glutamate group. After the
treatments were applied, cellular survival was determined by XTT method, Total
oxidative stress (TOS), Total antioxidative stress (TAS) and caspase-3 levels were
determined.

Results: Glutamate decreased cell survival and TAS levels, but increased TOS and
caspase-3 levels. Although myostatin treatment alone partially increased antioxidant
levels, it had no significant effect when co-treated with glutamate.

Conclusion: These results suggest that myostatin has no ameliorative effect against
cellular damage caused by glutamate excitotoxicity.
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GIRIS

Glutamat eksitotoksisitesi, asir1  glutamatin
noronal disfonksiyona ve dejenerasyona neden
oldugunu o6ne siiren bir hipotezdir.! Glutamat
normalde beyinin ana uyarict norotransmitteri
olup Ogrenme, bellek, kognisyon gibi yiiksek
beyin fonksiyonlarina aracilik  etmektedir.
Glutamat ndronlarin  hiicre zarinda bulunan
spesifik reseptorlerine (NMDA, AMPA ve Kainat
reseptorleri) baglanarak etki gosterir. Normalde
sinaptik iletim gercgeklestikten sonra ortamdaki
glutamat, glutamat tastyicilar1 adi verilen geri
alim sistemleri tarafindan uzaklastirilir ve boylece
asir1  reseptdr aktivasyonu oOnlenmis olur.?
Bununla birlikte, asir1 sekresyon ve/veya klirens
yetersizligi gibi nedenlerle glutamatin beyinde
fazla miktarda birikmesi “eksitotoksisite” adi
verilen bir patolojik olayla sonuclanabilir. Bu
durumda  glutamat reseptorlerinin  siirekli
aktivasyonuyla asir1 kalsiyum (Ca?") yiiklenmesi,
oksidatif stres, mitokondriyal bozulma ve enerji
metabolizmasinda yetersizlikle birlikte
eksitotoksik hiicre hasar1 olusur.’
Eksitotoksisitenin epilepsi, amyotrofik lateral
skleroz, iskemik inme, Alzheimer, Parkinson,
Huntington  hastaligt  gibi  ¢ok  sayida
norodejeneratif hastalikta yer aldig1
bilinmektedir.*’ Dolayisiyla, beyinde ndronal
asir1 glutamat diizeyinin kontrol edilmesinin bu
tiir ndrolojik hastaliklarin tedavisinde bir segenek
olabilecegi diisliniilmektedir.

Miyostatin iskelet kasi kiitlesini sinirlamada rol
alan bir doniistiiriicii biiyiime faktorii-B (TGF-B)
ailesinin iyesidir. Miyostatin aktif formu
olusumundan Once proteolitik isleme maruz
kalacak bir oncii protein olarak sentezlenir.®
Embriyogenez sirasinda miyotomdaki hiicreler
tarafindan tretilen miyostatin toplam kas lifi
miktarint diizenlerken, yetiskinlerde iskelet kasi
tarafindan salgilanarak kana karisir ve kas lifi
bliylimesini  engeller. Kas  homeostazini
sirdiirmedeki roliine ek olarak, miyostatinin
sistemik metabolik ve glikoz homeostazinin

diizenlenmesinde etkileri oldugu gosterilmistir.°
Miyostatinin ~ kardiyak
metabolizmas1 ve adipogenezde Onemli roller

biiyiime,  glikoz

oynadig1 bilinse de vyetiskin merkezi sinir
sistemindeki islevi hakkindaki bilgiler azdir.
Bununla birlikte, miyostatinin merkezi sinir
sisteminde yiiksek oranda eksprese edilmesi,
onun beyinde de dnemli roller oynadig1 fikrine
yol acmustir.’® Ayrica, Lin ve arkadaslar
Alzheimer fare modelinde miyostatin tedavisinin
bellek bozuklugunu azalttigini rapor etmislerdir.*!
Bunun yaninda baska bir ¢alismada, miyostatinin
icerisinde yer aldigi TGF-B protein ailesi ile
iligkili bir sinyal yolaginin ndronlar1 glutamat
norotoksisitesine kars1 korudugu gosterilmistir.*2
Ancak  miyostatinin  dogrudan  glutamat
eksitotoksisitesi tizerine etkisi ile ilgili heniiz bir
caligma yapilmamistir. Bu yiizden, bu ¢alismada
miyostatin tedavisinin SH-SY5Y hiicre hattinda
glutamat norotoksisitesine karst hiicresel sag
kalim, oksidan-antioksidan diizeyler ve apoptoz
tizerine etkisi arastirilmistir.

MATERYAL ve METOD

Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan SH-SY5Y (CRL-2266™)
hiicre hatti American Type Culture Collection
(ATCC)’den  temin edilmistir. ~ SH-SY5Y
hiicreleri %10 fetal sigir serumu (FBS) (Sigma-
Aldrich Co., St Louis, MO, USA), % 0,1
penisilin-streptomisin  (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, MO, USA) igeren DMEM besiyeri
(Thermo Fisher Scientific, Altrincham, UK)
iginde 37°C’de %5 CO; igeren ortamda. kiiltiir
edilmistir. Hiicreler %90 yogunluga ulasinca
pasajlanmis ve 96’11 plate igerisine her kuyucukta
1x10* yogunlukta hiicre olacak sekilde ekilmistir.

Calisma Gruplar: ve Deneysel Protokol

SH-SYS5Y hiicrelerden; Kontrol (herhangi bir
tedavi almayan grup); Glutamat (10 mM
Glutamat uygulanan grup); Miyostatin +
Glutamat (miyostatin 6n tedavisinden 24 saat
sonra 10 mM glutamat uygulanan grup) ve
Miyostatin (miyostatin uygulanan grup) olmak

© Telif haklar1 Saglik Bilimleri Ogrenci Dergisine aittir.



HSSJ 2023; 4(1), 1-6

Felek et al.

tizere 4 grup olusturulmustur. Miyostatinin 6n
tedavi dozlart 10, 25, 50, 100 ng/ml olarak
belirlenmistir. Ilag uygulamalar1 belirtildigi
sekilde uygulandiktan ve inkiibasyondan sonra
hiicre canlilig1 XTT testi (Roche Diagnostic, MA,
USA) kullanilarak degerlendirilmistir. Bunun i¢in
96’11 plate kuyucuklar1 PBS ile yikandiktan sonra
tiim kuyucuklara fenol kirmizisi icermeyen 100
pL DMEM ve 50 pL XTT soliisyonu ilave
edilerek 4 saat 37 °C'de bekletilmistir. Orneklere
ait absorbanlar 450 nm'de bir ELISA mikro plaka
okuyucu (Thermo Fisher Scientific, Altrincham,
UK) ile belirlenmistir. Kontrol grubunun hiicre
canlilik oram1 %100 olarak kabul edilerek, %
Hiicre canlilign = (Konsantrasyon O.D. / Kontrol
0.D.) X 100 formiliinden yararlanarak
hesaplanmustir.

TAS ve TOS Diizeylerinin Ol¢iilmesi

Miyostatin ve glutamat tedavilerin hiicresel
oksidatif stres tizerine etkisinin
degerlendirilmesinde total anti oksidan (TAS) ve
total oksidatif stres (TOS) diizeyleri 6l¢iilmiistiir.
TAS 06l¢limii serbest radikallerin reaksiyon hizini
izlemek i¢in Fenton reaksiyonunda hidroksil
radikallerinin olugmasiyla baglayan, serbest
radikallerin  reaksiyonu sirasinda boyanmis
dianisidiylin emilmesinin
dayanmaktadir.'® Orneklerde
antioksidanlarin seviyeleri ile orantili olarak
renklenmeyi baskilamalar1 beklenir. TOS analizi
ise ortamda yeterli oksidan mevcut oldugunda
demir iyonunun ferrik iyona oksitlenmesine ve
ksilenol oranj kullanilarak ferrik iyonlarin
hiicresel
dayanmaktadir.’* TAS ve TOS diizeylerinin
belirlenmesinde izlenen protokol iiretici firmanin
talimatlarina gore gerceklestirilmistir (Rel Assay

gozlenmesine
bulunan

seviyelerinin Olciimiine

Diagnostics® Mega Tip Ltd, Gaziantep, Tiirkiye).
Istatiksel Analiz

Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde IBM
SPSS 22.0 for Windows (IBM, Armonk, NY,
USA) paket programi kullanilmistir. Veriler
ortalama = SH olarak sunulmustur. Sonuglarin

degerlendirilmesi normal dagilim gosteren veriler
icin tek yonlii ANOVA Varyans Analizi Testi ve
normal dagilim gostermeyen veriler i¢in ise non-
parametrik testler olan Kruskal-Wallis ve Mann-
Whitney U testi uygulanarak gerceklestirilmistir.
Sonuglardan p<0.05 olan degerler anlamli kabul
edilmistir.

BULGULAR

Asirt glutamatin ve buna bagli olarak membran
reseptorlerinin  asir1  aktivasyonunun neden
oldugu eksitotoksisite ndronal hasara yol agmakta
ve bu durum ndrolojik  hastaliklarin
patofizyolojisinde yaygin bir durum olarak
goriilmektedir.

Calismamizda SH-SY5Y hiicreleri tizerinde
miyostatinin glutamatin indiikledigi
eksitotoksisiteye karst koruyucu etkinligi XTT
hiicre canliligi testi kullanilarak
degerlendirilmistir. ~ XTT  testi  sonuglari
miyostatin farkli dozlarda uygulandiktan sonra
glutamat  maruziyetinin  hiicre  sayilarinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya yol
actigint  gostermistir  (p<0.05)  (Sekil 1).
Miyostatinin tek basina uygulandigi gruplarda
hiicre sayilarinin artmasi dikkat ¢ekici bir sonug
olarak gozlenmistir (p>0.05).

140
120—-
]00—-
80:'
60—.
40-
20:

(111}

= “ 100 50 25 10 100 50 25 10

*

0-

Hiicre Canhhigi(kontroliin % si)

Miyostatin(ng/ml)

Glutamat(15mM) - + + + + + - - - -

Sekil 1. Miyostatinin 6n tedavisinin glutamat toksisitesi
sonrast SH-SYSY hiicrelerinde sag kalim tiizerine etkisi.
Veriler ortalama + SH olarak ifade edilmistir. *p<0.05,

Oksidatif stres belirtecleri agisindan miyostatinin
glutamat toksisitesine olan olas1 etkisinin
belirlenmesi i¢in hiicresel oksidan (TOS) ve
antioksidan (TAS) seviyeleri analiz edilmistir.
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Glutamata  maruziyetin  yol actigt  TOS
diizeyindeki artig, miyostatin uygulanan grupta da
benzer diizeylerde gozlenmistir  (p<0.05).
Glutamatin yol actig1 TAS seviyelerindeki azalma
miyostatin O0n tedavisi alan grupta da benzer
sekildeydi (p<0.05). birlikte,
miyostainin tek basmma uygulandig1r grupta
istatistiksel olarak anlamli olmasa da TAS
diizeylerinde bir artis gozlenmistir (p>0.05).
(Sekil 2).

Bununla

TAS (3]

~ L0
= = Kontrol

4 M Glutamat (15SmM)

ol T
"
b

TOS (umol H,0; equivalent/L)

Gruplar Gruplar

Sekil 2. Miyostatinin 6n tedavisinin glutamat toksisitesi
sonrast SH-SYS5Y hiicrelerinde TAS ve TOS diizeylerine
etkisi. Veriler ortalama + SH olarak ifade edilmistir
*p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

Miyostatinin glutamat eksitotoksitesine maruz
kalmis hiicrelerde apoptoz siirecine etkisi olan
kaspaz-3 ekpresyonu tizerinden
degerlendirilmistir. Hem glutamata maruz kalmig
hiicrelerde hem de glutamatla birlikte miyostatin
tedavisi alan hiicrelerde kaspaz-3 diizeylerinde
anlaml bir artig gozlenmistir (Sekil 3).

s Kontrol

= Glutamat (15mM)

= Miyostatin + Glutamate
= Miyostatin (100ng/ml)

Kaspaz-3 (ng/g protein)
- N w - wn

Groups

Sekil 3. Miyostatinin 6n tedavisinin glutamat toksisitesi
sonrast SH-SYS5Y hiicrelerinde kaspaz-3 diizeylerine etkisi.
Veriler ortalama = SH olarak ifade edilmistir. *p<0.05,

TARTISMA

Bu calismada miyostatin 6n tedavisinin SH-
SYSY hiicrelerinde glutamat toksisitesine karsi
olas1 noroprotektif etkisi bazi oksidatif stres ve
apoptoz Dbelirteclerine olan etkisi iizerinden
degerlendirilmistir. Sonuglarimiz miyostatinin

B Miyostatin + Glutamat

B Miyostatin (100ng/ml)

tek basina uygulandiginda sag kalimi tesvik
ederken, asir1 glutamata maruz kalan hiicrelerde
sag kalim iizerine etkisi olmadigin1 gostermistir.
Benzer sekilde  miyostatin @ tek  basina
uygulandiginda antioksidan diizeyini artirirken,
glutamat toksisitesinin oldugu hiicrelerde bu etki
gorilmemistir. Yine, glutamatin yol ac¢tifi
apoptoz lizerine miyostatin tedavisinin anlamli bir
etkisi gozlenmemistir.

Eksitotoksisite, asir1 glutamat saliniminin ve
ardindan NMDA gibi ilgili plazma zan
reseptorlerinin  aktivasyonunun neden oldugu
noronal  hasar  olarak  tanimlanmaktadir.’
Eksitotoksisite, bircok norodejeneratif
hastaliklarda yaygin olarak yer almakta olup,
iskemik inme gibi akut néropatolojik kosullarda
hiicre Olimiiniin birincil nedeni olarak kabul
edilmektedirl5. Asir1  glutamat noronlarda
oksidatif stresteki artigla birlikte apoptotik
olaylar1 baslatabilir. Calismamizda da glutamat
uygulanan hiicrelerde sag kalimin azaldigi
goriilmistlir. Miyostatin tek basina hiicrelerde
cogalmay1 uyarsa da glutamata maruziyetin neden
oldugu nodronal hiicre Oliimiinii tersine
¢evirememistir.

Eksitotoksisite serbest radikallerin asir1 tiretimine
ve oksidatif streste artisa yol agar.!® Bu serbest
radikaller proteinler, lipitler ve niikleik asitlerle
reaksiyona girerek ve mitokondriyal solunum
zinciri enzimlerini inhibe ederek ndronal 6liime
yol acar.!” Ayrica glutamat reseptdrlerinin asir1
aktivasyonu  sonucu  kalsiyum  birikimi
mitokondride reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
ve hiicre dliimiine yol agabilir.’® Bununla paralel
olarak, c¢alismamizda glutamat uygulamasinin
SH-SYS5Y hiicrelerinde oksidatif stresi artirdigi
gozlendi. Miyostatin 6n tedavisi tek basina
antioksidan  diizeyi artrsa da glutamatin
indiikledigi oksidatif stres {iizerinde bir etki
gbzlenmemistir. Bu  sonuclar, glutamat
eksitotoksisitesinin baslamis oldugu hiicrelerde
yikim siirecinin irreversible hale geldigi, en
azindan miyostatin tedavisinin bu siireci tersine
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cevirmede yetersiz kaldig1 seklinde

yorumlanmustir.

Eksitotoksisite sirasinda hiicrelerdeki asir1 Ca?*
akist  en sonunda ndronlarda  apoptozla
sonuglanan programlanmis hiicre 6liimii yollarin
aktive etmektedir.’® Kaspaz-3 hiicre 6liimii
belirteci olarak yaygin olarak calisilan pro-
apoptotik bir proteindir. Glutamat
eksitotoksisitesinin ndronlarda apoptoza yol
actig1 iyi bilinmektedir. Bu c¢aligsmalarla uyumlu
olarak, bizim c¢alismamizda da glutamat
uygulamasinin hiicre sayisin1 azalttigi, ayni
zamanda apoptoz belirteci olan kaspaz-3
miktarm1  artti§i = gézlenmistir.  Miyostatin
uygulamasi hiicresel biiylimeyi tesvik etse de
glutamatin yol agtigt apoptoza bir etkisi
olmamustir.

SONUC

Miyostatin tek basina hiicre biiyiimesini ve
antioksidan diizeyini artirsa da glutamatin yol
actig1 hiicresel yikimin Onlenmesinde etkisiz
kalmistir. Bununla birlikte miyostatinin olas1
noroprotektif etkisi i¢in farkli in-vitro hiicresel
hasar ve Olim modelleri {izerinde arastirma
yapilmas1 gerekmektedir.

Tesekkiir

Bu c¢alisma, TUBITAK Bilim Insan1 Destek
Programlar1 Bagkanligi (BIDEB) tarafindan
yiiriitiilen, 2209-A  Universite  Ogrencileri
Aragtirma Projeleri Destekleme Programi 2020
yili 2. donem kapsaminda 1919B012003793
numarali basvurusuyla destek almaya hak
kazanmustir.

KAYNAKCA

1. Fricker, M., Tolkovsky, A. M., Borutaite, V., Coleman,
M., & Brown, G. C. (2018). Neuronal Cell Death.
Physiological reviews, 98(2), 813-880.

2. Lehre, K. P., & Danbolt, N. C. (1998). The number of
glutamate transporter subtype molecules at glutamatergic
synapses: chemical and stereological quantification in
young adult rat brain. The Journal of neuroscience : the
official journal of the Society for Neuroscience, 18(21),
8751-8757.

3. Lau, A., & Tymianski, M. (2010). Glutamate receptors,
neurotoxicity and neurodegeneration. Pflugers Archiv :
European journal of physiology, 460(2), 525-542.

4. Behrens, P. F., Franz, P., Woodman, B., Lindenberg, K.
S., & Landwehrmeyer, G. B. (2002). Impaired glutamate
transport and glutamate-glutamine cycling: downstream
effects of the Huntington mutation. Brain : a journal of
neurology, 125(Pt 8), 1908-1922.
https://doi.org/10.1093/brain/awf180

5. Cho C. H. (2013). New mechanism for glutamate
hypothesis in epilepsy. Frontiers in cellular neuroscience, 7,
127. https://doi.org/10.3389/fncel.2013.00127

6. Spreux-Varoquaux, O., Bensimon, G., Lacomblez, L.,
Salachas, F., Pradat, P. F., Le Forestier, N., Marouan, A.,
Dib, M., & Meininger, V. (2002). Glutamate levels in
cerebrospinal fluid in amyotrophic lateral sclerosis: a
reappraisal using a hew HPLC method with coulometric
detection in a large cohort of patients. Journal of the
neurological sciences, 193(2), 73-78.
https://doi.org/10.1016/s0022-510x(01)00661-x

7.Zhang, Z., Zhang, S., Fu, P., Zhang, Z., Lin, K., Ko, J. K.,
& Yung, K. K. (2019). Roles of Glutamate Receptors in
Parkinson's Disease. International journal of molecular
sciences, 20(18), 4391,
https://doi.org/10.3390/ijms20184391

8. McPherron, A. C., Lawler, A. M., Lee, S. J. 1997.
"Regulation of skeletal muscle mass in mice by a new TGF-
p superfamily member". Nature 1997 387:6628, 387(6628),
83-90.

9. Guo, T., Jou, W., Chanturiya, T., Portas, J., Gavrilova,
0., McPherron, A. C. 2009. "Myostatin inhibition in
muscle, but not adipose tissue, decreases fat mass and
improves insulin sensitivity". PloS one, 4(3).

10. Hayashi, Y., Mikawa, S., Ogawa, C., Masumoto, K.,
Katou, F., Sato, K. 2018. "Myostatin expression in the adult
rat central nervous system". Journal of Chemical
Neuroanatomy, 94, 125-138.

11. Lin, Y. S., Lin, F. Y., Hsiao, Y. H. 2019. "Myostatin Is
Associated With Cognitive Decline in an Animal Model of
Alzheimer’s Disease". Molecular neurobiology, 56(3),
1984-1991.

12. Katsuno, M., Adachi, H., Banno, H., Suzuki, K.,
Tanaka, F., Sobue, G. 2011. "Transforming growth factor-
signaling in motor neuron diseases”. Current molecular
medicine, 11(1), 48-56.

13. Erel O. (2004). A novel automated method to measure
total antioxidant response against potent free radical
reactions. Clinical biochemistry, 37(2), 112-1109.
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2003.10.014

14. Erel O. (2005). A new automated colorimetric method
for measuring total oxidant status. Clinical biochemistry,
38(12), 1103-1111.
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2005.08.008

15. Tehse, J., & Taghibiglou, C. (2019). The overlooked
aspect of  excitotoxicity: Glutamate-independent
excitotoxicity in traumatic brain injuries. The European
journal of neuroscience, 49(9), 1157-1170.

16. Rueda, C. B., Llorente-Folch, I., Traba, J., Amigo, .,
Gonzalez-Sanchez, P., Contreras, L., Juaristi, 1., Martinez-
Valero, P., Pardo, B., Del Arco, A., & Satrustegui, J. (2016).
Glutamate excitotoxicity and Ca2+-regulation of
respiration: Role of the Ca2+ activated mitochondrial

© Copyright belongs to Health Sciences Student Journal.



HSSJ 2024; 4(1), 1-6

Felek ve ark.

transporters (CaMCs). Biochimica et biophysica acta,
1857(8), 1158-1166.

17. Parfenova, H., Basuroy, S., Bhattacharya, S.,
Tcheranova, D., Qu, Y., Regan, R. F., & Leffler, C. W.
(2006). Glutamate induces oxidative stress and apoptosis in
cerebral vascular endothelial cells: contributions of HO-1
and HO-2 to cytoprotection. American journal of

physiology. Cell physiology, 290(5), C1399-C1410.
https://doi.org/10.1152/ajpcell.00386.2005

18. Duchen M. R. (2000). Mitochondria and calcium; from
cell signalling to cell death. The Journal of physiology, 529
Pt 1(Pt 1), 57-68. https://doi.org/10.1111/j.1469-
7793.2000.00057.x

19. Hengartner M. O. (2000). The biochemistry of
apoptosis. Nature, 407(6805), 770-776.

© Telif haklar1 Saglik Bilimleri Ogrenci Dergisine aittir.



