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Research Article ABSTRACT
In this study, we investigated the possible neuroprotective effect of FGF-18 against cellular damage caused by
History excessive glutamate and whether the improvement in oxidant-antioxidant balance plays a role in this effect.
Glutamate, the main excitatory neurotransmitter utilized by approximately 90% of neurons in the brain, is critical
Received: 14.04.2023 for the normal functioning of numerous neuronal processes such as learning, memory, and cognition. In the
Accepted: 26.04.2023 human brain, 6-7 umol/g glutamate is, along with glutamine, the most abundant free amino acid in the central

nervous system. Glutamate excitotoxicity is defined as damage to nerve cells by excess glutamate and is caused
by abnormal activation of ionotropic glutamate receptors (iGIuR). Excitotoxicity can lead to neuronal cell death.
Fibroblast growth factors (FGFs) are signaling molecules responsible for many cellular functions including cell
proliferation, survival, and migration. FGF-18 is a growth factor encoded by the FGF-18 gene in humans. In this
study, we investigated the possible neuroprotective effect of FGF-18 and the role of oxidative stress in this effect,
considering that glutamate excitotoxicity is involved in the physiopathology of many neurodegenerative
diseases. In the experiment, the effect of FGF-18 treatment on cell survival in the SH-SY5Y cell line exposed to
glutamate excitotoxicity was evaluated by the XTT method. In addition, total antioxidant (TAS) and total oxidant
(TOS) levels were measured by the ELISA method to evaluate the effect of FGF-18 on oxidative stress. The results
showed that although FGF-18 had no direct effect on glutamate excitotoxicity, it increased survival and had a
positive effect on oxidative stress.
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FGF-18'in SH-SY5Y Hiicre Hattinda Glutamat Eksitotoksisitesi Uzerine Koruyucu
Etkisi

(074
) Bu ¢alismada, asiri glutamatin neden oldugu hiicresel hasara karsi FGF-18'in olasi néroprotektif etkisi ve oksidan-
Stireg antioksidan dengesindeki iyilesmenin bu etkide rol oynayip oynamadigi arastirildi. Beyindeki néronlarin yaklasik

%90'1 tarafindan kullanilan ana uyarici nérotransmitter olan glutamat, 6grenme, hafiza ve bilis gibi ¢ok sayida
néronal siirecin normal isleyisi icin kritik dneme sahiptir. insan beyninde 6-7 pmol/g glutamat, glutamin ile
birlikte merkezi sinir sisteminde en bol bulunan serbest amino asittir. Glutamat eksitotoksisitesi, asiri glutamatin
sinir htcrelerine verdigi zarar olarak tanimlanir ve iyonotropik glutamat reseptérlerinin (iGIuR) anormal
aktivasyonundan kaynaklanir. Eksitotoksisite néronal hiicre 6limune yol agabilir. Fibroblast buytime faktorleri
(FGF'ler) hiicre gogalmasi, hayatta kalma ve gog dahil olmak tizere birgok hiicresel islevden sorumlu sinyal
molekulleridir. FGF-18, insanlarda FGF-18 geni tarafindan kodlanan bir buyume faktoérudur. Bu galismada,
glutamat eksitotoksisitesinin birgok norodejeneratif hastaligin fizyopatolojisinde yer aldigini goéz 6nunde
bulundurarak, FGF-18'in olasi néroprotektif etkisini ve bu etkide oksidatif stresin roliini arastirdik. Deneyde,
glutamat eksitotoksisitesine maruz birakilan SH-SY5Y hicre hattinda FGF-18 tedavisinin hicre sag kalimi
Uzerindeki etkisi XTT yontemi ile degerlendirilmistir. Ayrica, FGF-18'in oksidatif stres Uzerindeki etkisini
degerlendirmek igin ELISA yontemi ile total antioksidan (TAS) ve total oksidan (TOS) seviyeleri olgulmustar.
Sonuglar, FGF-18'in glutamat eksitotoksisitesi tzerinde dogrudan bir etkisi olmamasina ragmen, sag kalimi
Copyright artirdigini ve oksidatif stres Gizerinde olumlu bir etkisi oldugunu géstermistir.
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Giris

Beyinde noronlarin yaklasik olarak % 90’1 tarafindan
kullanilan ana uyarici nérotansmitter glutamat 6grenme,
bellek ve kognisyon gibi cok sayida ndéronal siirecin normal
sekilde vyiritiilmesinde kritik dneme sahiptir. insan
beynindeki 6-7 pmol/g glutamat, glutaminle birlikte
merkezi sinir sisteminde en ¢ok bulunan serbest amino
asittir (Lewerenz ve Maher, 2015). Presinaptik zarin
depolarize olmasiyla glutamat sinaptik araliga salinir ve
postsinaptik zardaki iyonotropik glutamat reseptorlerine
(iGIuR) baglanir. iGluR'lere ek olarak, G-protein-bagh
reseptorler ailesine ait glutamat reseptorleri genelde
ikinci haberci sistemler aracihigiyla fonksiyon goéren sekiz
metabotropik glutamat reseptori izoformundan (mGIuR)
olusur (Spooren vd., 2010). Sinaptik aktivite, sinaptik
aralikta glutamat konsantrasyonunda artisa yol agsa da,
glutamat tasiyicilari tarafindan glutamatin geri alinimi ile
ekstraseliiler glutamat konsantrasyonu korunmaktadir
(Maragakis ve Rothstein, 2001).

Eksitotoksisite terimi ilk olarak Olney tarafindan
glutamatin  sinir  hicrelerini  6ldirme  yetenegini
tanimlamak icin kullanilmistir. Eksitotoksisite iGIuR'lerin
asiri aktivasyonundan kaynaklanir ve béylece dendritler ve
hlcre govdeleri dahil olmak lzere postsinaptik yapilarin
kaybiyla sonuglanir. Akut eksitotoksik sinir hicresi
olimiinin serebral iskemi, travmatik beyin hasari,
hipoglisemi ve status epileptikus gibi olaylara yanit olarak
meydana geldigi dusinilmektedir  (Meldrum  ve
Garthwaite, 1990). Bunun vyaninda, kronik glutamat
eksitotoksisitesinin Alzheimer, Amyotrofik Lateral Skleroz
(ALS), Huntington hastaligi gibi bazi norodejereneratif
hastaliklarin patofizyolojisinde yer aldigi bilinmektedir
(Lewerenz ve Maher, 2015).

SH-SY5Y, SK-N-SH adi verilen orijinal néroblastom
hlcre hattindan tiiretilmistir. Néroblastomlu doért yasinda
bir kadindan alinan bir kemik iligi biyopsisinden izole
edilen bu hat, nérodejeneratif bozukluklar icin bir model
gorevi gormektedir.

Fibroblast  blyime  faktorleri  (FGF)  hicre
proliferasyonu, sag kalim ve migrasyon dahil olmak Gzere
bircok hiicresel fonksiyondan sorumlu olan sinyal
molekilleridir. FGF reseptorleri (FGFR) yoluyla islev goren
FGF'ler erken embriyonik donemde mezoderm paterning
gibi olaylari ¢oklu organ sistemlerinin gelistirilmesine

yonlendirerek temel gelisim vyollarini dizenler. FGF
sinyalizasyonu  anjiyogenez ve yara onariminin
dizenlenmesi de dahil olmak (lzere yetiskin

organizmadaki birgok fizyolojik olayda gorev alir (Turner
ve Grose, 2010). FGF-18, insanlarda FGF-18 geni
tarafindan kodlanan bir blyime faktéridir. FGF-18
mitojenik, kemotaktik, anjiyojenik ozellikleriyle
embriyonik gelisim sirasinda rol alan temel molekdllerden
birisidir. Ayni zamanda FGF-18 akciger, bobrek, kalp,
testis, dalak, iskelet kasi ve beyin dahil olmak tizere epitel
hlcrelerinin ¢ogalmasini uyaran pleiotropik bir bliylime
faktortudir. Ayrica, Parkinson hastaliginin in-vitro bir
modelinde FGF-18, 6-OHDA’nIn indukledigi
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norotoksisiteye  karsi noéronlarda  koruyucu etki
gostermistir  (Guo vd., 2017). Literatlir arastirmasi
sonucunda FGF-18'in glutamat eksitotoksisitesi lizerine
etkisi hakkinda herhangi bir ¢alisma yapiimadig
gorulmustir.  Glutamat  eksitotoksisitesinin  birgok
noérodejeneratif hastali§in fizyopatolojisinde yer aldigini
g6z onidnde bulundurarak FGF-18'in bu sirece etkisini
gormeyi amagladik. Bu ¢alismamizda, FGF-18 tedavisinin
olasi noroprotektif etkisi, oksidan-antioksidan dengeyi
degistirebilmesi agisindan arastirildi.

Materyal ve Yontem
Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

SH-SY5Y (CRL-2266™) (American Type Culture
Collection (ATCC)) hiicre hatti, penisilin/streptomisin
(10,000U/mL), DMEM/Besleyici Karisimi F-12 Ham (1:1
karisim), Fetal Sigir Serumu (FBS), Tripsin-EDTA ¢ozeltisi,
FGF-18 (Genscript, New Jersey, USA) ve hiicre kaltlrd igin
gerekli diger sarf malzemeleri kullaniimistir.

Hiicre Kiiltiirii

ATCC’ den temin edilmis olan SH SY5Y hiicreleri steril
kosullar altinda 37°C ve %5 CO2'li ortamda, 25 cm?lik
flasklarda, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve
%10 fetal sigir serumu iceren DMEM: F12 (1:1) hicre
kiltar besi yerinde ¢ogaltilmistir. Hiicreler %80 yogunluga
ulastiklarinda pasaj yapilmis ve Uglincii pasajin ardindan
¢alismalara baglanmigtir. SH-SY5Y hicre hatti néron
olimi ile iliskili oksidatif stres ve anti-oksidan
kapasitesinin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan bir
modeldir.

XTT Hiicre Canlilik Testi

FGF-18'in glutamat toksititesi sonrasi hicre canhhg
Uzerine etkisi XTT (2,3-bis  (2-methoxy4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium
hydroxide) testi ile arastirilmistir. Yontem, metabolik
olarak aktif olan hucrelerin bir tetrazolyum tuzu olan
XTT'yi turuncu formazan bilesenlerine indirgemeleri
prensibine dayanmaktadir.

TAS ve TOS diizeylerinin Ol¢giimii

FGF-18 tedavisinin sag kalimi en ¢ok artirdigi doz (200
ng/ml) segilerek hiicresel oksidatif stres lzerine etkisinin
degerlendiriimesinde total anti oksidan (TAS) ve total
oksidatif stres (TOS) dlglimleri gergeklestirildi. TAS dlgimi
serbest radikallerin reaksiyon hizini izlemek icin Fenton
reaksiyonunda  hidroksil  radikallerinin  olusmasiyla
baslayan, serbest radikallerin reaksiyonu sirasinda
boyanmis dianisidiylin  emilmesinin  gbzlenmesine
dayanmaktadir  (Erel, 2004). Orneklerde bulunan
antioksidanlarin seviyeleri ile orantili olarak renklenmeyi
baskilamalari beklenir. TOS analizi ise ortamda yeterli
oksidan mevcut oldugunda demir iyonunun ferrik iyona
oksitlenmesine ve ksilenol oranj kullanilarak ferrik
iyonlarin hicresel seviyelerinin 6lciimiine dayanmaktadir
(Erel 2005). Olciim sirasinda izlenen protokol (retici
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firmanin talimatlarina gore yapilmistir. Yapilan galismanin
deneysel protokolii Sekil 1’de gosterilmistir.

Verilerin Analizi

Calisma sonucunda elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde IBM SPSS 22.0 for Windows (IBM,
Armonk, NY, USA) paket programi kullanildi. Veriler
ortalama = SEM olarak sunuldu ve tek yonlu bir varyans
analizi (tek yonli ANOVA) kullanilarak analiz edildi.
Anlamli farkhliklar elde edildiginde post-hoc Tukey testi
kullanilarak karsilastirmalar yapildi. Sonuglardan p<0.05
olan degerler anlaml kabul edilmistir.

Sekil 1. Deneysel Protokol
Figure 1. Experimental Protocol
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XTT hicre canlilik testi ile elde edilen sonuglarimiz
mevcut dozlarda FGF-18'in glutamat eksitotoksisitesine
karsi néronlar Gzerinde koruyucu etkisi olmadigina isaret
etse de, tek basina uygulandigi gruplarda sag kalimi
destekledigini gostermektedir (Sekil 2).

Sekil 2. XTT hiicre sag kalim sonuglari
Figure 2. XTT cell viability results
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FGF-18'in glutamat eksitotoksitesine maruz kalmis
hiicrelerde antioksidan diizeyine katki saglamadigi, ancak
tek basina uygulandiginda antioksidan seviyede anlamli
bir artisa yol actigI gbzlenmistir. Benzer sekilde, FGF-18’in
tek basina uygulandigi hicrelerde oksidatif stres
diizeylerinde anlamh bir dislis oldugu gorilmastdr.
Glutamat eksitotoksitesine maruz kalmis hiicrelerde FGF-
18 oksidatif stresi azaltsa da, bu azalma istatistiksel olarak
anlamh bulunmamustir (Sekil 3).
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Sekil 3. TAS ve TOS sonuglari
Figure 3. TAS and TOS results
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Merkezi sinir sisteminin ana uyarici nérotransmiteri
olan glutamat, beyinde 6grenme ve bellek gibi énemli
biligsel fonksiyonlara aracilik ederken, suprafizyolojik
konsantrasyonlarda “glutamat eksitotoksisitesi” olarak
adlandirilan ve hiicre 6limuyle sonuglanan patolojik
olaylarla iliskilidir (Zhou ve Danbolt, 2014). Glutamat
eksitotoksisitesinin epilepsi, Alzheimer ve Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde yer aldigi
bilinmektedir (Lewerenz ve Maher, 2015). Asiri glutamat
noéronlarda sitozolik kalsiyum artisi, mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif hasarla birlikte geri donlsu
olmayan apoptotik sliregleri baslatabilir. Bununla uyumlu
olarak calismamizda glutamat tedavisi alan hiicrelerde sag
kalimin kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigini
bulduk. Bu sonu¢ glutamat toksisitesinin SH-SY5Y
hicrelerinde apoptoza yol agtigina isaret etmektedir.

Oksidatif stres cok sayida norodejeneratif hastaligin
patofizyolojisinde yer alan bir siire¢ olup, glutamat
norotoksisitesinde de o6nde gelen patofizyolojik
mekanizmalardan birisidir (Kim ve ark., 2014). Néronlarda
iyonotropik glutamat reseptérlerinin asiri aktivasyonu
sonucu yogun kalsiyum girisi mitokondride ROS
olusumuna ve hiicre 6limune yol agar (Duchen, 2000).
Benzer sekilde, calismamizda glutamat uygulamasinin SH-
SY5Y hiicrelerinde oksidatif stresi artirdigi gozlendi. Diger
taraftan tek basina FGF-18 o6n tedavisinin glutamatin
indukledigi oksidatif stresi azalttigi gozlenmistir. Benzer
sekilde, FGF-18'in tek basina uygulandigi hiicrelerde
oksidatif stres dulzeylerinde anlamh bir disls oldugu
gorulmustir. Glutamat eksitotoksitesine maruz kalmis
hiicrelerde FGF-18 oksidatif stresi azaltsa da, bu azalma
istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir.

FGF-18 ile ilgili daha onceki in vitro c¢alismalar,
FGF18'in  noérit  bUydmesini  uyardigini  ve  6-
hidroksidopamin (6-OHDA) kaynakli nérotoksisiteye karsi
koruyucu bir etkiye sahip oldugunu goéstermistir
(Ohbayashi ve ark, 1998; Guo ve ark., 2017). Ayrica,
hayvan modelleri FGF18'in iskemik hasara ve parkinson
norodejenerasyonuna karsi néroprotektif bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir (Ellsworth ve ark., 2003; Guo ve
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ark., 2007). Dikkat gekici bir sekilde, Cavallaro ve ark.
eksojen FGF18 tedavisinin siganlarin uzamsal 6grenme
yeteneklerini gelistirdigini bildirmistir (Cavallaro ve ark.,
2002). Tim bu cahsmalar FGF-18'in norodejeneratif
sureglerde olumlu etkilere sahip olabilcegine isaret
etmektedir.

Sonug ve Oneriler

Bu c¢alismada, FGF-18 ©n tedavisinin SH-SY5Y
hlcrelerinde glutamat norotoksisitesine karsi sag kalima
bir etki olmadigi gozlense de, tek basina uygulanmasi
antioksidan dizeyi artirdigi bulunmustur. Bununla birlikte,
FGF-18'in olasi oksidatif stress Uzerine olumlu etkisini
destekleyen daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir.
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