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OZET

C6 GLIOMA HUCRE HATTINDA TOSILIZUMAB’IN
GLUTAMAT EKSITOTOKSISITESI UZERINE ETKISi

Riimeysa KILICER
Yiiksek Lisans Tezi
Fizyoloji Anabilim Dah
Danmisman: Do¢. Dr. Ahmet Sevki Taskiran

2024, xiv, 54 sayfa

Amag: Bu calismada amag; Interlokin-6 (IL-6) reseptdr inhibisyonunun glutamat ile
olusturulan eksitotoksisitite sonucu olusturulan hasarin etkisini gostermek ve 1L-6
reseptor antagonisti Tosilimuzab’in glutamat ile eksitotoksisite ile olusturulan iizerine
etkisini noroinflamasyon sistem iizerine etkilerini gosterip aralarindaki iliskiyi

aydinlatmaktir.

Materyal ve Metot: Calismada C6 sican glioma hiicre hatt1 kullanildi. Glutamat ile
olusturulan eksitotoksisite iizerine IL-6 reseptor antagonisti tosilizumab’in etkisini
degerlendirmek i¢in hiicreler dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna tedavi uygulanmadi,
glutamat grubuna glutamat 10 mM, tosilizumab grubuna farkli konsantrasyonlar da (3,
6, 12, 25 ve 50 uM) tosilizumab ve tosilizumab+glutamat grubuna hiicrelere farklt
konsantrasyonlarda (3, 6, 12, 25 ve 50 uM) tosilizumab uygulandi 1 saat sonra 10 mM
glutamat eklendi. Tiim gruplar toplamda 24 saat inkiibe edildi. Sonrasinda hiicre
canliligi i¢cin XTT testi kullanildi, total oksidan seviyeleri (TOS), total antioksidan
seviyeleri (TAS), indiklenmis oksit sentaz (iNOS) ve nitrik oksit (NO) seviyeleri ticari
kitler ile olgiildii. Apoptotik siire¢ icin TUNEL florasan boyama yapildi. Hiicrelerde
tosilizumab’in  glutamat toksisitesi sonrasi ROS diretimi {izerine etkilerini

degerlendirmek i¢in immiinfloresan ve IL-6 reseptor seviyeleri floresan boyama



yontemi ile degerlendirildi. Verilerin istatistiksel analizinde tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) kullanilds. istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

Bulgular:C6 hiicrelerine 10 mM glutamat uygulanmasi kontrolle kiyaslandiginda
canli hiicre sayisin1 azaltmig; TOS, NO, iINOS seviyelerini, apoptotik hiicre sayisini
anlamli dlglide artirmistir (p<<0,05). 25 uM Tosilizumab ile IL-6 reseptorii antagonize
edilmesi sonrasi glutamat uygulanmasi tek basina glutamat’a maruz kalan hiicrelerle
kiyaslandiginda canli hiicre sayisin1 artirmis; TOS, NO, iNOS seviyelerini, apoptotik
hiicre sayisin1 anlamli 6l¢iide azaltmistir (p<0,05). C6 hiicrelerine 10 mM glutamat
uygulanmasi kontrolle kiyaslandiginda IL-6 reseptér ve ROS seviyelerini anlamli
olarak artirmistir (p<0,05). Fakat tosilizumab ile IL-6 reseptoriin sonrasi glutamat
uygulanmasi tek basina glutamat’a maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda IL-6

protein seviyesini anlamli olarak azaltmistir (p<0,05)

Sonug: Arastirma sonuglari, IL-6 reseptorii tosilizumab ile inhibisyonunun glutamat’a
bagl eksitotoksisite ve nodroinflamasyonu azaltabilecegini gostermistir. Deneysel
olgtimler tosilizumab’in etkisini oksitadif stres seviyeleri {izerinden gergeklestirdigini
ortaya ¢ikarmigtir. Ancak bu konuyla ilgili in vitro ve in vivo daha fazla ¢alismaya

ithtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Noéroinflamasyon, Interldkin-6, Tosilizumab, Glutamat

eksitotoksitite



ABSTRACT

Effect of Tosilimuzab on Glutamate Excitotoxicity in C6 Glioma Cell Line
Riimeysa KILICER

Master's Thesis, Department of Physiology
Advisor
Assoc. Dr. Ahmet Sevki Tagkiran
2024, xiv, 54 page

Aim: In this study, we aim to show the effect of Interleukin-6 (IL-6) enzyme inhibition
on the damage caused by Glutamate-induced excitotoxicity, and to show the effect of
the IL-6 inhibitor Tosilimuzab on the damage caused by Glutamate-induced
excitotoxicity, on the neuroinflammation system and to elucidate the relationship

between them.

Materials and Methods: C6 rat glioma cell line was used in the study. To evaluate
the effect of the IL-6 inhibitor Tosilizumab on cell death after glutamate-induced
excitotoxicity, the cells were divided into four groups. Treatment wasn’t applied to the
control group, Glutamate 10 mM was administered to the Glutamate group,
Tocilizumab was administered to the cells at different concentrations ( 3, 6, 12, 25 and
50 uM) to the Tocilizumab group, and Tocilizumab was administered to the cells at
different concentrations, ( 3, 6, 12, 25 and 50 uM) to the Tocilizumab+Glutamate
group. After 1 hour, 10 mM Glutamate was added. All groups were incubated for 24
hours in total. Afterwards, XTT test was used for cell viability, total oxidant levels
(TOS), total antioxidant levels (TAS), induced oxide synthase (iNOS) and nitric oxide
(NO) levels were measured with commercial kits. TUNEL test was applied for the
apoptotic process. Effects of Tocilizumab on ROS production after glutamate toxicity
in cellsTo evaluate the results, immunofluorescence and IL-6 levels were evaluated by
fluorescent staining method. One-way analysis of variance (ANOVA) was used in

statistical analysis of the data. Statistical significance level was accepted as (p<0,05)

Results: Application of 10 mM Glutamate to C6 cells reduced the number of viable
cells compared to the control; It significantly increased TOS, NO, iNOS levels and the

Vi



number of early and late apoptotic cells (p<0.05). Application of Glutamate after IL-6
inhibition with 25mm Tocilizumab increased the number of viable cells compared to
cells exposed to Glutamate alone; It significantly reduced TOS, NO, iNOS levels, and
the number of early and early apoptotic cells (p<0.05). According to TUNEL staining
results, application of 10 mM Glutamate to C6 cells significantly increased IL-6 and
ROS protein levels compared to the control (p<0.05). However, Glutamate application
after IL-6 inhibition with Tocilizumab significantly reduced the IL-6 protein level

compared to cells exposed to Glutamate alone (p<0.05).

Conclusion: Research results showed that IL-6 inhibition could reduce Glutama-
induced excitotoxicity and neuroinflammation. Experimental measurements revealed
that Tocilizumab exerts its antioxidative and protective effect through NO levels.

However, more studies on this subject are needed in vitro and in vivo.

Keywords: Neuroinflammation, Interleukin-6, Tocilizumab, Glutamate excitotoxicity
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1.GIRIS VE AMAC

Norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde glutamat eksitotoksisitesi onemli
rol oynamaktadir. Merkezi sinir sisteminde bulanan ndrotransmitter olarak rol
oynayan onemli eksitator amino asit olan glutamat, hiicre membraninda bulunan
reseptorler ile etkileserek O6grenme, hafiza, hareket, sinaptik ve duyu baglantilarin
saglanmasi gibi bir¢ok norolojik olaym diizenleyicisi olarak rol oynar (Alix ve
Domingues, 2001). Normal sinirsel fizyolojik siire¢lerdeki roliine ragmen, glutamatin
fazlas1 noronal hasari artirarak eksitotoksisiteye adi verilen toksitenin agiga ¢ikmasina

sebep olmaktadir (Lipton ve Rosenberg, 1994).

Merkezi sinir sistem, immiinolojik olarak 6neme sahiptir. Sinir dokusunun
inflamasyonu olan noroinflamasyon sonucu yapisi bozulmus beyin bdlgesini yapisi
bozulmamis kisimdan ayiran, etkilenmis hiicreleri yok eden ve ekstraselliiler matriksi
onarmasini saglayan koruyucu bir sisteme sahiptir (Farooqui AA. Ve ark., 2010).
Infeksiyon, travmatik beyin hasari, toksik metabolitler ya da otoimmiinite gibi pek cok
nedenin cevabi olarak ortaya cikabilir. Akut inflamasyonda inflamatuar molekiiller,
endotel hiicre aktivasyonu, trombosit birikimi ve doku 6demi gozlenir. Kronik
inflamasyon ise glial hiicrelerin gecikmis aktivasyonu ve immiin hiicrelerin dahil

olmasiyla ile birlikte olusur. Bu durum ndrodejeneratif hastaliklarla da iligkilidir

(Akhlag. ,2010).

Sitokinler, hematopoietik sisteminde igersinde yer alan, hedef hiicrelerin
aktivitelerini degistiren veya diizenleyen protein ya da glikoprotein yapili
immunomodulatérlerdir. Sitokinler inflamatuvar aktivitelerine gore pro-inflamatuvar
(IL1, IL-6, TNF-a, TGF-B) ve anti-inflamatuvar (IL-1Ra, IL-10) olarak gruplara
ayrilir. Sitokin fonksiyonel 6zellikleri, hedef hiicrenin yiizeyinde bulunan sitokin

reseptorlerine gore, belirgin bir 6zellik gosterir (Bidwell ve ark. , 1999).

Proinflamatuvar sitokinlerden olan Interlokin 6 (IL-6) , homeostaz stirdiirmek
icin prototipik bir sitokindir. Enfeksiyonlar veya doku yaralanmalari ile homeostaz
bozuldugunda, IL-6 iiretilir. Akut faz ve immiin yanitlarin aktivasyonu yoluyla bu tiir
ortaya ¢ikan strese karsi konak savunmasinda rol oynar (Tanaka ve ark. ,2018).

Bununla birlikte, IL-6'nin diizensiz asir1 ve kalici sentezi, sirasiyla akut sistemik



inflamatuar yanit sendromu ve nérodejerenatif hastaliklar tizerinde patolojik bir etkiye
sahiptir. IL-6 inhibitorii olan tosilizumab, romatoid artrit, jiivenil idiyopatik artrit ve

Castleman hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir (Tanaka ve ark. ,2018).

Tosilizumab, IL-6 tarafindan olusturulan sinyal iletimini IL-6’nin hiicre
membrana ve ¢dziiniir reseptoriine baglanmasini engeller. Immunoglobin G1 simifi,

IL-6 reseptoriine karsi anti IL-6 monoklonal antikorudur (Sheppard ve ark. , 2017).

IL-6 i¢in iki tip reseptor sahiptir; hiicre i¢i sinyali baslatmak ic¢in IL-6 ile
baglandiktan sonra glikoprotein130 (gpl130) ile birlikte olusturan diisiik baglanma
giiciine sahip hiicre zar1 IL-6 reseptorii (IL-6R) ve IL-6 ile baglanan ¢6ziiniir bir IL-6
reseptoridiir. Glikoprotein130 (gpl30), genelde hiicreler tarafindan yaygin olarak
eksprese edilirken, IL-6R yalnizca hepatositler, notrofiller, monositler, makrofajlar ve
T ve B lenfositleri gibi bazi hiicrelerde goriilmektedir. Biyolojik rollerine IL-6'nin
kendisinden olusan hekzamerik bir kompleks, reseptor IL-6R ve gpl30 (IL-6/IL-
6R/gp130) birlikte rol oynar. Bu kompleks, ¢esitli biyokimyasal fonksiyonlar
yiriitmek igin farkli sinyal mekanizmalarimi ile birlikte etkinlestirir. Tosilizumab
gp130 aktivasyonunu engelleyerek proinflamatuvar aktiviteyi inhibe etmektedir.
Tosilizumab, IL-6 reseptorlerine (sIL-6R ve mIL-6R) belirli olarak etki gosterirken;
IL-6 ailesinin (I6semi inhibitor faktor, onkostatin M ve IL-11) diger reseptorlerine

baglanamamaktadir (Garbers ve ark. 2011).

IL-6 reseptor antagonisti olan tosilizumab, romatoid artrit, jlivenil idiyopatik
artrit ve Castleman hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar IL-
6 ve IL-6 reseptoriiniin noérodejeneratif hastaliklarla iligkili olabilecegini
gostermektedir. IL-6 iiretimindeki diizensizlik inflamasyon, otoimmiin hastaliklar,
malignite gibi ¢esitli hastaliklarin olusmasinda rol almaktadir (Weissenbach ve ark.
1980). Fakat heniiz glutamat eksitotoksisitesi {lizeri etkisi aydmlatilmamistir. Bu
calismada C6 glial hiicre hattinda tosilizumab‘in glutamat eksitotoksitesi iizerine

koruyucu etkisini arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GLUTAMAT
Glutamat, merkezi sinir sisteminin baslica uyarici norotransmitter olarak
gorev yapar ve ayrica glutamat ¢cogu néronlarda bulunmaktadir (Featherstone D, 2009).
Glutamat hiicre membraninda bulunan reseptorler ile etkileserek 6grenme, hafiza,
hareket, sinaptik ve duyu baglantilarin saglanmasi gibi bir¢ok ndrolojik olayin

diizenleyicisidir (Yildirim, 2009).

Sinir sisteminde glutamat, uzun siireli giiglenme ve sinaptik esneklik gibi ¢gok
cesitli sinir fonksiyonlarina katilan birincil hizli uyarici mekanizmaya sahiptir. Glutamat
sinyal mekanizmasi ise, hiicre yiizey reseptorlerine baglanip etkinlestirir (Shigeri Y. ve

ark. 2004).

Glutamat reseptor iki aileye ayrilir: iyonotropik (iGluR) ve metabotropik
(MGIUR). Iyonotropik glutamat reseptdrleri olarak tanimlann AMPA (a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit), kainat ve NMDA (N-metil D-aspartat)
reseptorleri etkin olduklarinda iyonlarin ge¢mesine saglayan zar kanallari agarilir.
Metabotropik glutamat reseptorleri de G proteinine bagl reseptorlerdir, etkilerini ise
ikincil haber sistemi araciligiyla gosterirler (Shigeri Y. Ve ark. 2004). Metabotropik
glutamat reseptorleri (mGluR'ler) olarak adlandirilan ndéromodiilatér glutamat
reseptorlerinin  varligi, glutamatin ikinci haberci sinyal yollart yoluyla hiicre
uyarilabilirligini ve sinaptik iletimi modiile edebildigi bir mekanizma saglar. mGluR
proteinlerinin yaygin dagilimi, bu néromodiilatoér reseptorlerin MSS boyunca ¢ok
sayida fonksiyona katilma yetenegine sahip oldugunu ve c¢ok c¢esitli MSS
bozukluklarinda terapotik miidahale i¢in gosterilen hedefleri temsil edebilecegini
gostermektedir. Glutamatin sinyal mekanizmasina bakildiginda, Alzheimer ve
Parkinson hastaligi, multipl skleroz ve epilepsi gibi norodejeneretif hastaliklarin

patagonezinde rol oynadig1 gosterilmistir (Ezza ve Khadrawyb,2014).



2.1.1. GLUTAMAT METABOLIZMASI

Hiicreler tarafindan alinan glutamat metabolik olarak protein sentezi, enerji
metabolizma, amonyak fiksasyonu veya yeniden kullanilabilen transmiterdir.
Glutamat, beyin dokusunda ise diger amino asitlerden daha yiiksek bir oranda bulunan
proteinlerden olur. Sinir sisteminde glutamat, vezikiler bir glutamat tasiyicisi
tarafindan sinaptik keseciklere taginir ve ardindan ekzositozla salinir (Cousin ve
Robinson, 1999) ve hiicre disi sivi, néronlar tarafindan alinir ve néronlarin ig¢inde
yeniden glutamata doniistiiriiliir. Glutamat ayrica glutatyonun da aralarinda bulundugu
protein ve peptitlerin sentezinde Onemli bir yer tutar. GABA ve glisin gibi
ndrotransmiter amino asitler ve dopamin, serotonin ve noradrenalin gibi
ndrotransmiter aminlerin ortak 6zelligi, sodyuma bagimli, yiiksek afiniteli bir alim
sistemidir. Benzer bir alim sistemi glutamat i¢in de mevcuttur. Glutamat alim1 6nemli
bir sodyum gereksinimini gosterir (Bennet ve ark. , 1973). Dolasimdaki glutamatin
beyne tasinmasi normalde beyin glutamat seviyesinin diizenlenmesinde rol oynar.
Aslinda, kan-beyin bariyeri boyunca plazmadan gelen akig, glutamatin beyinden
akisindan ¢ok daha diisiik oldugunda glutamat, kan-beyin bariyerini gegemez, ancak
beyin sivilarindaki oran1 sabit seviyede kalmasini saglayan yiiksek afiniteli bir tagima
sistemi araciligiyla aktif olarak sinir sistem tarafindan tagiir (Smith Q. R. 2000).
Glutamat, protein sentezi ve enerji metabolizmasi gibi hiicresel asamalarda rol
oynamaktadir ya da norotransmitter olarak kullanilmak ic¢in depolanmaktadir.
Glutamat, sinaptik vezikiiller i¢ine, glutamat tasiyicisi tarafindan alinir ve sonra

ekzositoz yoluyla salinmaktadir (Gézen O, 2008).

Hiicre dis1 sividan alinan glutamat, astrositlerde glutamine cevrilmektedir.
Glutamin, hiicre digina salgilanmaktadir ve daha sonra noronlar araciligiyla alinip
tekrar glutamata doniistiiriiliir. Noronlar ve astrositler arasinda olusan glutamat ve
glutamin aligverisi glutamat i¢in bir dongli saglanir ve glutamat dongiisii olarak
adlandirilir (Goézen O, 2008). Astrositlerde, hiicre dis1 sividan alinan glutamat, hiicre
dis1 siviya saliman glutamine doniistiiriilebilir, noronlar tarafindan uyarilir ve
noronlarin i¢inde yeniden glutamata doniistiiriiliir. Astrositler ve néronlarda arasindaki
bu glutamat ve glutamin aligverisi, verilen glutamatin geri doniistiiriilme 6zelligi
oldugu ileri siiriilmiistlir. Astrositlere alindiktan sonra glutamat iki farkli yolla

metabolize edilebilir: ATP'ye bagimli, glia'ya 6zgii enzim glutamin sentetaz tarafindan



glutamine donistiiriilebilir (Martinez-Hernandez ve ark. , 1977) veya alfa-
ketoglutarata doniistiiriilebilir (glutamat dehidrojenaz ile deaminasyon yoluyla veya
transaminazlardan biri tarafindan transaminasyon yoluyla). Alfa-ketoglutarat,
trikarboksilik asit dongiisii yoluyla sirasiyla siiksinat, fumarat ve malata metabolize
edilebilir. Malat, trikarboksilik asit dongiisii yoluyla daha da metabolize edilebilir veya
piruvata dekarboksillenebilir ve laktata indirgenebilir. (McKenna et al. , 1996) Hem
glutamin hem de laktat, astrositlerden néronlara girebilecekleri hiicre dist siviya
aktarilir(Ham-berger ve ark. , 1979).

2.1.2. GLUTAMAT RESEPTORLERI

Glutamat reseptorleri ndron ve glia hiicrelerinin zarlarinda bulunan sinaptik ve
sinaptik olmayan reseptor olarak rol oynar. Glutamat sinyali, metabotropik glutamat
reseptorleri (mGluR'ler) ve iyonotropik glutamat reseptorlerinden (iGluR'ler) olusan
bir reseptor ailesini aktive eder. Glutamat reseptorlerinin eksitotoksisitede rol
oynamasi ve merkezi sinir sistemindeki islevi, bir¢ok norodejeneratif hastaliklada
iliskilendirilir (Brassai A. ve ark. , 2015). Bunlarin her ikisi de Sizofreni gibi kronik
beyin bozukluklarinda ve Alzheimer, Parkinson ve multipl skleroz gibi ndrodejeneratif

hastaliklar gézlenmektedir.
Metabotropik Reseptorler:

Metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR'ler), merkezi sinir sistemi boyunca
sinaptik iletimin ve ndronal uyarilabilirligine katilan G-proteinine bagl reseptorlerdir.
mGluR'ler genis bir hiicre dis1 alan i¢indeki glutamati baglar ve sinyalleri reseptor
proteini araciligiyla hiicre igi sinyal ile iletir. Metabotropik glutamat reseptor;
etkilesimleri, farmakolojik 6zellikleri ve amino asit diziliglerine gore ii¢ grubu vardir

ve sekiz farkli mGluR (mGIuR1-8) sahiptir (Niswender, C. M., ve Conn, P. J. ,2010).

Grup I reseptorleri, mGluR1 ve mGluR5’ten olusmaktadir. Fosfolipaz C’y1
(protein kinaz C’yi aktive eden ve diasilgliserol iireten) ve ayrica inositol-1,4,5-
trifosfat1 (hiicre igi depolardan Ca™ salimmmasinm saglayan fosfoinositid hidrolizini

tireten) ikincil haberciler tarafindan iletilir (Tapiero H. ve ark. 2002).

Grup II reseptorleri, mGluR2 ve mGluR3 tarafindan olugmaktadir. Bu grup

cAMP olusumunu uyaran forskolin veya G bagli proteinleri inhibe eder. Bu grubun



agonisti 2,3- dikarboksisiklopropil-glikoldiir (Tapiero H. ve ark. 2002). Grup III ise
MGIuR4, mGluR6, mGluR7 ve mGluR tarafindan olusmaktadir. Grup Il ve 111, adenil
siklaza negatif olarak baglanir (Tapiero H. ve ark. 2002)

Iyonotropik Reseptirler:

Iyonotropik reseptorler, AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
isoksazolepropiyonik asit)/Kainat ve NMDA reseptorleri olarak ikiye ayrilmaktadirlar
(Featherstone D, 2009). Bu reseptorler postsinaptik membran ilizerinde yer almaktadir.
Ca", Na' iyonlarinin intraseliiler ve ekstraseliiler sivilar arasindaki gegisi ile glutamat
taginiminda rol oynamaktadir. iGluR'ler, Glutamat baglanmasi tizerine katyon akisina
izin veren dortlii ligant ve kapili iyon kanallaridir. Kanali olusturan dort alt birimin her
biri, hiicre dig1 amino terminali (ATD), ligand baglama (LBD), trans-membran (TMD)
ve hiicre i¢i karboksi terminali dahil olmak tizere korunmus alandan olusan benzer bir
yapiy1 paylasir ve zarda sodyum, potasyum ve/veya kalsiyum akigsinin meydana

geldigi bir por a¢ilir(O'Connor JJ ve ark., 1995)

AMPA/Kainat reseptorleri, GIuR1-7, KA1-2 alt yapisininda bulunur. Postsinaptik
noronun, glutamat ile uyarilmasini ile birlikte Ca*?, Na* iyonlarmn intraseliiler ve
ekstraseliiler sivilar arasindaki gecisi ile glutamat taginimina yardimer olur (Aydin ve
ark, 2006; Gorgiili ve Kirig, 2005). AMPA reseptorlerinin, glutamata karsi baglanma
giicii diistiktiir. Glutamat ile uyarildiginda reseptorler etkin hala gelmektedir. NMDA
reseptorlerinin ise AMPA/Kainat reseptorleriyle karsilastirildiginda glutamata karsi

baglanma giicii yliksektir ve inaktivasyonlar1 daha yavastir (Gozen, 2008).

NMDA (N-metil D-aspartat) reseptorleri, merkezi sinir sistemi (MSS)’nde
glutamat ile uyarilan ligand kapili iyon kanalidir. NMDA reseptorleri iizerinde; glisin,
glutamat, Zn+2, Mg+2 ve poliamin gibi agonistlere 6zel baglanma bdlgeleri yer
almaktadir (Kritis ve ark, 2015). Bu baglanma bolgelerine 6zel maddelere baglanir,
Mg*? iyonu uzaklastirilir, NMDA reseptorleri etkin hale getirir, hiicre ici ve disi
arasindaki Ca*?, Na*, K* iyonlarinin degisimleri gerceklestirilerek glutamat hiicre
icerisine alinim1 saglanmaktadir. NMDA reseptorleri; Na® , K* iyonlari arasinda daha
fazla Ca* iyonu gecirgenligi olan kanal bulunmaktadir (Tiifek¢i ve Tunal1, 2012;
Gorgiilii ve Kirig, 2005). Glutamat tasinmasi icin NMDA reseptorii, bir kalsiyum iyon

kanal1 kullanirken, AMPA reseptorii bir sodyum iyon kanali kullanir.



2.1.3. GLUTAMAT TASIYICILARI

Glutamati, merkezi sinir sistemde bir zar boyunca uyarilan ve hareket eden
ndrotransmitter tastyici protein ailesine glutamat tastyicilar1 ad verilir. iki alt siniftan
olusmaktadir: uyaricit aminoasit tasiyici1 (EAAT) ailesi ve vezikiiler glutamat tasiyici
(VGIuT) ailesi (Rothstein G. R. 1999). EAAT ailesi; glutamati, sinaptik yariktan ve
ekstrasinaptik bolgelerden, glial hiicrelere ve noronlara, glutamat geri alim saglayarak
uzaklastirir. VGIuT ailesi ise glutamati hiicre sitoplazmasindan sinaptik vezikiillere

tasinarak rol oynamaktadir (Rothstein G. R. 1999).

Glutamat tastyicilari etkin olmamasi durumda glutamat, bir dizi biyokimyasal kaskad1
tetikler ve noronlar i¢in toksik bir etki olusturarak eksitotoksisitenin olusumuna neden
olur (Zou J. Y. ve Crews F. T. 2005). Glutamat tastyicilarinin aktivitesi ayrica
glutamatin tekrar salinmasi igin geri doniistiiriilmesine saglamaktadir (Zou J. Y.

,Crews F. T. 2005).
Eksitator Amino Asit Tasiyicilart (EAAT'ler)

Bes Na® bagimli glutamat tasiyicisi vardir, bunlar EAAT1 (GLAST), EAAT2 (GLT-
1), EAAT3 (EAAC-1), EAAT4 ve EAATS amino asit araliginda polipeptidler, bagimli
ve yiiksek afiniteli glutamat tasiyicilaridir. Glutamat tasiyicilari; ti¢ Na* ve bir H *
iyonu yaninda bir tane glutamati hiicre igerisine tasirken, bir K* iyonu hiicre digina

vermektedir (Cetin, 2014).
EAAT’ler bes glutamat tasiyici alt tipinden olusur;

EAAT1: Oldukca bol miktarda bulunur ve beyincikte ve i¢ kulak, retina ve ventrikiiler
organlar gibi birkag¢ kii¢iik bolgede ana glutamat tasiyicisidir. Beyincikte EAATI,
EAAT2'den yaklasik 6 kat, EAAT4'ten ise 10 kat daha fazladir. EAAT1'in en yliksek
yogunlugu, 18.000 tasiyict/m3'in bulundugu Bergman glia'sindadir. Hipokampusun
CA1 bolgesinde EAAT1'in yogunlugu 3.200/ m*tiir. EAAT1 gogunlukla astrositlerde
eksprese edilir ve siklikla EAAT?2 ile birlikte eksprese edilir(Lehre KP ve Danbolt NC,
1998).

EAAT2, EAAT!'in daha bol oldugu beyin bdlgeleri hari¢ tiim bolgelerde en bol

bulunan glutamat tasiyicisidir ve on beyindeki glutamat aliminin %90-95'inden



sorumludur. Hipokampusta m® bagma 12.000 EAAT? tastyicist vardir. Serebellar
tabakada m3 basia yalnizca 2.800 tastyict bulunur (Lehre KP ve Danbolt NC, 1998).
EAAT?2 agirlikl olarak astrositlerde eksprese edilir, ancak EAAT2'nin %10'a kadar1
hipokampustaki presinaptik noronal terminallerde eksprese edilir (Furness DN ve ark.
, 2008).

EAATS3, hipokampus, beyincik ve bazal ganglionlarda en yliksek konsantrasyonlara
sahip noronlarda eksprese edilir, ancak ekspresyon seviyesi, EAATI ve
EAAT2'ninkinden 100 kat daha azdir. EAAT3"in biiyiik bir kismi hiicre i¢idir ancak
plazma zarinda ifade edilmek iizere hizla mobilize edilebilir. Ayrica, EAAT3 genelde
homeostatik veya hiicresel fonksiyonu olarak rol oynar. Sinaptik iletimi dogrudan

diizenlemek yerine metabolizma rolii vardir (Holmseth S. Ve ark. ,2012).

EAAT4, Beyincikteki Purkinje hiicrelerinde eksprese edilir. On beyin gibi diger
bolgelerde diisiik diizeyde ekspresyon vardir ve orijinal EAAT4 ¢cDNA klonunun bir
insan motor korteks cDNA kiitiiphanesinden izole edildigine dikkat edilmelidir.
Sinapslara yakin bir yerde bazi ifadeler vardir, ancak EAAT4'lin cogunlugu
astrositllere yakin olan dendritik dikenlerde ve ayrica somadaki disiik seviyelerde
ifade edilir. Purkinje hiicrelerinde EAAT4'iin ortalama yogunlugu 1.800/ m® diir
(Dehnes Y. Ve ark. ,1998).

EAATS, Yalnizca retinada eksprese edilir ve hem koni hem de ¢ubuk fotoreseptor
terminallerinde ve cubuk bipolar hiicrelerin akson terminallerinde tanimlanmistir
(Pow DV ve Barnett NL. ,2000). Boylece, retinada EAATS, glutamaterjik
norotransmisyonu dogrudan etkilemek icin iyi bir konuma sahiptir. Glutamat
tasiyicilari ayrica bir dizi baska organda da ifade edilir. EAAT3'"lin bobrekteki ifadesi
iyi karakterize edilmistir; burada dikarboksilik amino asit yeniden emiliminde rol
oynar. EAAT3 ayrica kalpte, enterik ndronlarda ve plasentada da eksprese edilir.
EAATI ayrica kalp, plasenta, kemik osteositleri ve meme bezlerinde de ifade edilir ve
EAAT?2 plansenta ve meme bezlerinde ifade edilir (Wersinger E. ve ark. ,2006).



Vesikiiler Glutamat Tasvycilart (VGLUT 'lar)

Vezikiiler glutamat tasiyicisinin {i¢ alt tipi (VGLUT 1, 2 ve 3) bulunmaktadir ve
ortalama 600 amino asitten olusanmaktadir. VGLUT'lerin bilinen tiim alt gruplari,
EAAT'lardan 100 ila 1000 kat daha diisiik bir afinite ile glutamati taginmaktadir
(Shigeri Y, ve ark, 2004).

e VGLUTI: Insanlarda SLC17A7 geni tarafindan kodlanir (Ni B. ve ark. 1996). Bu
gen tarafindan kodlanan protein, néronlarda 6zellikle aktarilan vezikiile bagl olarak
bulunan, sodyuma bagimli bir fosfat tasiyicidir. Sinaptik vezikiillerin zarlari ile

iliskilidir ve glutamat tasinmasinda rol oynamaktadir (Aihara Y. ve ark. 2000).

* VGLUT?2: insanlarda SLC17A6 geni tarafindan kodlanir (Miyaji T. ve ark. , 2008).
Yetiskin, beyindeki kii¢iik bir dopamin néron alt yapisinda, vezikiiler glutamat tastyici

2 (VGIuT2) bulunur ve boylece striatumda bir nérotransmitter olarak glutamat salgilar
(Kouwenhoven W. M. ve ark. 2020).

* VGLUTS3: Insanlarda SLC17A8 geni tarafindan kodlanir. Norolojik hastaliklarda rol
oynar (Fremeau R. T. ve ark. 2002).

2.1.4. Glutamat Eksitotoksisitesi

Merkezi sinir sistemde tarafindan olusan noronal hasarda en ¢ok goriilen uyarici
norotransmitter glutamattir ve bir¢ok ndrodejeneratif hastaligin temelinde, néronal

bosluktaki glutamat seviyelerinde artis oldugu rastlanilmigtir (Faden ve ark, 1989).

Hiicreler arasi boslukta glutamat seviyesi arttik¢a, glutamat reseptorlerindeki uyarim
artar, bu uyarim noronal hasar ve 6liime sebep olur. Bu olusan olaylar sonucu,
glutamata bagli eksitotoksisite olarak adlandirilir (Lipton ve Rosenberg, 1994).
Glutamatin fazla miktarda salinmast NMDA reseptorlerinin uyarilmasinda artisa yol
acmaktadir. Bunun sonucu olarak hiicre icine asir1 kalsiyum girisi meydana

gelmektedir.

Hiicre icindeki yiiksek Ca*? seviyesi, mitokondrial islev bozukluguna, sisme ve
nekrotik hiicre Olimiinii yol agmaktadir. Daha az goriilen hasarda mitokondri
fonksiyonu degismez, hiicreler apoptoza yol agmaktadir ve hiicre i¢i proteaz,

fosfolipaz ve endoniikleaz enzimleri aktifleserek hasar olusturur (Yildirim, 2009).



Alzheimer, Parkinson, Huntington, epilepsi ve multiple skleroz gibi ¢esitli
norodejeneratif hastaliklarin  yapisinda, glutamat eksitotoksisitesi onemli rol

oynamaktadir (Hynd vd., 2004; Lai vd., 2014; Pitt vd., 2000; Vincent ve Mulle, 2009).

2.2. GLIOMA HUCRELER
Merkezi sinir sistemi tiimorlerinin en biiyiik grubunu glial hiicrelerden gelisen ve genel
olarak glioma olarak bilinen tiimorler olusmaktatir. Glial tiimorlerin en sik gortleni

glioblastoma multiformedir (Kemerli ve ark. , 2003)

Glioma olarak adlandirilan insanlarda primer beyin tiimorlerinin biiyiik ¢ogunlugu,
astrosit kaynakli timorler en 6liimciil kanserler arasinda yer almaktadir. Beyinde
yayilma konusunda olagandis1 bir 6zellige sahiptir ve bunu, viicudun metastaz yapan
kanserlerinde oldugu gibi pasif, homojen yayilma yerine, hiicrelerin aktif go¢ii yoluyla
yaparlar. Glioma hiicrelerinin gog¢ii, gelisim sirasinda olgunlagsmamis beyin

hiicrelerindeki gogiidiir (Cotran ve ark. 1994).

Bu neoplazmik tiimdrler, istilact go¢leri nedeniyle de ¢ok kotii bir prognoza sahiptir
(Cotran ve ark. 1994). Iyon kanallarinda, istilac1 gd¢ ve kontrolsiiz cogalma goriiliir.
Insan glioma hiicreleri ¢esitli iyon kanallarini eksprese eder. Bunlar arasinda voltaj
kapili K* kanallar1 (Chin ve ark. 1997), voltaj kapili Na* kanallar1 (Brismar ve Collins
1989), Ca*?ile aktiflesen K* kanali (Brismar ve Collins 1989; Pallotta ve ark. 1987),

voltaj kapili yer alir. Glioma hiicreleri tarafindan biiyiik iletkenlige sahiptir.

2.3. GLIOMA HUCRESI VE EKSITOTOSISITE

Yiiksek hiicre dis1 glutamat seviyeleri kontrolsiiz Ca*? néronlarin ¢cogunda artar ve
fel¢ ve diger sinir sistemi hasarlarini takiben eksitotoksik beyin hasarina yol acar.
Normal beyinde yiiksek hiicre dig1 glutamat, astrositlere alimiyla siki bir sekilde
kontrol edilir. Noronlar gibi glial hiicreler de eksitotoksisiteye duyarhdir. Kalsiyuma
kars1 oldukga gecirgen olan NMDA reseptorleri ve merkezi sistemi sistemi
ndronlarinda yaygin olarak bulunan baslica eksitotoksisiteyi baslatir. Ancak Ca*?nin
aktivasyonu gecirgen AMPA veya kainat reseptorleri de tetikleyebilir noronal hiicre
oliimiine yol acar (Weiss ve Sensi, 1999). Ustelik bu reseptdrlerin antagonistleri daha
yiiksek bir etki gosterir. Epilepsi ve iskemi gibi nérodejeneretif hastaliklarda AMPA
veya kainat reseptorleri ve ndron 6liimi eksitotoksisitenin rol oynamaktadir (Matute
ve ark. , 2002).
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Beyin i¢in birincil enerji kaynagi olan glukoz, glialarda glikojen seklinde
depolanmakta, daha sonra cesitli ndrotransmiterlerin uyarisina yanit olarak rol
oynamaktatir. Glialarin asil beyin hiicredis1 sivisinin bilesimini diizenlemedeki
gorevi onemlidir. Bu diizenlemede K* iyonlarinin, glutamat ve GABA gibi
norotransmiterlerin  konsantrasyonu yer almaktadir (Babu,A.N.,ve ark. ,1999).
Glutamaterjik sinapslarda hiicre disindan glutamatin aliniminda da glialar 6nemli
gorev almaktadir. Astrositlerde hem iGluR'leri hem de mGluR'leri genellikle
bulunmasina ragmen NMDA reseptorlerinin  varligit hala bilinmemektedir.
NMDA'nin neden oldugu akimlar hipokampus ve neokortikal astrositlerde
gozlenmis, ancak fonksiyonel NMDA reseptorlerinin gliada olup olmadigi tam
olarak bilinmemekteydi. Glial hiicrelerde glutamatin hacim degisimlerini uyarmasi
ve astrositlerden glutamat salinimini azaltmasi, glutamat reseptorlerinin merkezi sinir
sisteminde fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda oénemli bir role sahip oldugunu

ortaya koymaktadir (Schpke ve ark. ,2001)

2.4, NOROINFLAMASYON

Merkezi sinir sistemi (MSS) immiinolojik olarak gorev yapmaktadir. Sinir dokusunun
inflamasyonu olan noéroinflamasyon yapisi bozulmus beyin bolgesini  yapisi
bozulmamis kisimdan ayiran, etkilenmis hiicreleri yok eden ve ekstraselliiler matriksi
onaran koruyucu bir sistemdir (Farooqui AA. Ve ark., 2010.). Inflamasyon, travmatik
beyin hasari, toksik metabolitler ya da otoimmdiinite gibi ¢esitli nedene yanit olarak
olusabilir. Akut inflamasyonda inflamatuar molekiiller, endotel hiicre aktivasyonu,
trombosit birikimi ve doku 6demi goriilebilir. Kronik inflamasyon ise glial hiicrelerin
uzamig aktivasyonu ve immiin hiicreler rol almaktadir. Bu durum ndrodejeneratif

hastaliklarla da iliskilidir (Akhlag. , 2010).

Normal yaglanma siireci, demans, travma, inme, hipertansiyon, depresyon, diyabet,
timorler, enfeksiyonlar, toksinler ve ilaglar gibi ¢esitli faktorler merkezi sinir
sistemin‘’de (MSS) noroinflamasyonu sebep olur. Bu faktorler olusturduklar
inflamasyon ile azalan norojenez, sinaptik hasarlar, metabolik stres, biligsel gerileme
ve noro-davramgsal eksikliklere de noroinflamsyon olusunu sebep olur. Ozellikle

normal yaslanma siireci; yapisi bozulmus glial hiicre sinyallesmesi, MSS hiicrelerinde
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(i)

kronik proinflamatuar reaksiyonlar, artmis sistemik inflamasyon ve kan beyin bariyeri

(KBB) gegirgenligine neden olabilmektedir (Monty ve ark. ,2014).

Noroinflamasyonda enflamatuar cevap, sematik olarak iki adimda gergeklesen bir

sureg;

(1) [lk olarak, tehlike sinyallerinin mikroglia tarafindan tanimlanir ve tetikleyici
faktorii amaci yok etmektir. Siif II MHC antijen sunan molekiiller,
Kostimiilator molekiiller (CD80, CD86), Proinflamatuvar Sitokinler (TNFa,
IL-1B, IL12...), Kemokinler (CCL2, CCLS5...), Nitrik Oksit (NO) ve ROT
tiretimi ile saglanmaktadir.Bunlarda agresif ajanlari yok etmek igin gerekli
oldugu bilinmektedir.

Ikinci olarakta, anti-inflamatuar molekiillerin salgilanmasi ve doku onarimi saglayan
faktorler ile birlikte karakterize edilen inflamasyonun ayristirma fazi gelmektedir. Bu
faz, akut fazin durdurulmasi, yaralanan dokunun iyilesmesi ve homeostaza

saglanmasini imkan verir (Heneka ve ark. , 2014).

2.4.1. Noroinflamasyon Aracili Norodejenerasyon

Noroinflamasyonda goriilen yiikselme ve aktivasyonuyla birlikte norodejenerasyona

sebep olan bir¢ok ajan, reseptdr protein ve yolak oldugu goriilmiistiir.

Noroinflamasyonun sonucu olarak goriilen hastaliklarda, nérodejenerasyon ve ndronal
olim temel olarak; TNF-a IL-1B, IL-6, IL-8, IL-33, CCL2, CCL5, matriks
metalloproteinaz-3 (MMP-3), sinir biiyiime faktorii (NGF), P maddesi (substance P),
siklooksijenaz-2 (COX2), prostaglandin E2 (PGE2), ROT, PAR-2, CD40, CD40L,
CD8S8, hiicreler arasi adezyon molekiili 1 (ICAM-1) ve mast hiicreler tarafinda
goriilen histamin ile triptaz gibi proinflamatuar ve norotoksik mediator seviyesinde
goriilen yiikselmeden dolay1 oldugu bilinmektedir. Bu aracilar dogrudan veya dolayli
olarak glia hiicrelere ve enflamatuar hiicrelere etki etmektedirler ( Heneka ve ark. ,

2014)

2.5. SITOKINLER
Sitokinler, hematopoietik sisteminde iginde yer alan, hedef hiicrelerin hareketlerini
degistiren veya diizenleyen protein ya da glikoprotein yapili immunomodulatorlerdir.

(Bidwell, 1999). Sitokinler inflamatuvar aktivitelerine gore pro-inflamatuvar (IL1, IL-
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6, TNF-a, TGF-B) ve anti-inflamatuvar (IL-1Ra, IL-10) olarak gruplara ayrilir.
Sitokinler islevsel olarak, hedef hiicrenin yiizeyinde bulunan sitokin reseptorlerine

gore, belirli bir 6zellik gostermektedir (Callard ve ark., 1999).

2.5.1. interlokinler

Bir boliimii lenfositler tarafindan olusturulan (lenfokin) bir béliimiide monosit ve
makrofajlar tarafindan olusturulan (Monokin) hiicreler arasi etkin maddeler ig¢in

Interlokin olarak adlandirilir (Bilgehan, 2005).

2.5.2. interlékin 6 (1L-6)

IL-6, cesitli 6zellige gosteren bir sitokindir. Immiin, hematopoietik aktivite ve akut faz
cevabi indiikkleme oOzellige sahip cok fazla spesifik Ozellik gosteren savunma
sisteminde yer almaktadir. interlkin-6 (IL-6) yaklaklasik 26 kD luk sitokin olup,
mononiikleer fagositler, damar endotel hiicreleri, fibroblastlar ve epitel hiicreler ile
bazal ozellikli glialar tarafindan sentezlenir.immiin ve inflamatuvar olaylarmn
olusumunda rolii iistlenen timor nekroz faktorii-a (TNFa) ve IL-1°e cevap olarak
iiretilir. IL-6> nin Biyolojik Aktivitesi Interlokin-6 (IL-6), lenfoid ve lenfoid olmayan
hiicreler tarafindan {retilen ve akut faz cevabi, inflamasyon, onkogenezis,
hematopoiezis ve immun aktivitenin diizenlenmesi gibi ¢ok genis biyolojik aktivitesi

vardir (Simpson ve ark., 1997).

Proinflamatuar sitokin IL-6, mikroglia'min iltihapli bdlgelere girisi, astrositlerin
aktivasyonu ve biiyiime faktOrlerinin sentezinin diizenlenmesinin ayrilmaz bir
parcasidir (Giulian ve Lachman, 1985; Lind-holm ve ark. 1987; Lee ve ark. , 1993).
IL-1 ndronlara ve glia'y1 interlokin-6'y1 (IL-6) sentezlemede rol oynar(Benveniste ve
ark. , 1990; Sawada ve ark. , 1992; Norris ve ark. , 1994; Gadient ve Otten, 1997). IL-
1, astrositlerin ¢gogalmasini ve dolayisiyla modiile edebilen IL-6'nin salinmasini uyarir
ve noronal hiicrelerin farklilagmasi ve hayatta kalmasi ve astrositlerin gp130 aracili

farklilasmasinda rol oynamatadir.
IL-6 Geni ve Yapist

IL-6 anti-inflamasyon, proinflamatuvar ve endokrin 6zellikleri ile bir pleiotropik bir
sitokindir. IL-6, akut faz proteinlerinin (APPs, 6rnegin C reaktif protein, serum

amiloid A protein, albumin, haptoglobulin) iiretiminin diizenlenmesinde rol
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oynamaktadir (Simpson ve ark., 1997). IL-6 geni insanda 7p15-p21 kromozomunda
bulunur (Bowcock ve ark., 1988, Hirano ve ark., 1986) ve 5 ekson ve 4 intron
icermektedir (Yasukawa ve ark., 1987). IL-6 geni 5’ ve 3’ bolgelerinde polimorfiktir
(Bowcock ve ark., 1989, Fishman ve ark., 1998).

I1-6 Reseptorii

IL-6 biiylime ve reseptor sistemi ile farklilagmasyr baslatmaktadir. IL-6 bulunan
bolgelerin algilanmasi, IL-6 reseptorii ve gp 130 arasindaki iliskiye ile saglanmaktadir
(Simpson ve ark., 1997). IL-6 igin iki tip reseptor vardir; hiicre i¢i sinyali baglatmak
icin IL-6 ile baglandiktan sonra glikoprotein 130 (gp130) ile bir birlikte olusturan
diisiik afiniteli hiicre zar1 IL-6 reseptorii (IL-6R) ve IL-6 ile baglanan ¢6ziiniir bir IL-
6 reseptoridiir. Glikoprotein130(gp130), normal bir durumda hiicreler tarafindan
yaygin olarak eksprese edilirken, IL-6R yalnizca hepatositler, notrofiller, monositler,
makrofajlar ve T ve B lenfositleri gibi se¢ilmis hiicreler tarafindan yer almaktadir.
Biyolojik rollerine IL-6'nin kendisinden olusan hekzamerik, reseptor IL-6R ve gp130
(IL-6/1L-6R/gp130) araciliyla saglanmaktadir. Bu karmasik sistemde, cesitli
biyokimyasal fonksiyonlarin ger¢eklesmesi igin farkli sinyal mekanizmalarida etkin
rol oynar (Bazan, 1990 ; Bazan, 1992).

2.5.3. IL-6’nin Merkezi Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

IL-6 organizmanin immiinolojik sistemi diizenlemektedir. IL-6, Th2 hiicreleri
tarafindan tretilir fakat, IL-1 ve TNF-a ile birlikte monosit ve makrofajlar tarafindan
uyarilmayla da salinir. 1L-6 ates ve akut faz cevabinin olusumunda en 6nemli
mediyatorler olarak karsimiza ¢ikamaktadir. Yaralanma ve enfeksiyon durumunda
merkezi sinir sisteminde IL-6 sentezi birlikte, fizyolojik durumlarda da eksprese
edildigi bilinmektedir. IL-6 beyinde lokalize inflamatuar sonucu olarak astrositler ve
mikroglialar tarafindan salgilanir. Merkezi sinir sisteminde inflamatuar etki
gostermektedir. Merkezi sinir sistemi patolojilerinde IL-6 genellikle meningokokkal
menenjit, HIV-1 ile olan norotropik viral enfeksiyonlarda goriilmaktedir. Tonik klonik
nobetlerde hem serumda hem de beyin omurilik sivisinda (BOS) IL-6 diizeylerinde
onemli oranda yilikselme saptanmistir. Epileptik hastalarda IL-6’nin {iretimi, nébetin

yayildig1 alan ve siiresine bagl olarak farklilik gosteririr. Basit parsiyel bir ndbetten
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daha ¢ok kiimeler seklinde tekrarlayan tonik-klonik nobetler sonrasinda IL-6 oraninda

yiikselme daha belirgin olrak goriilmektedir.

2.5.4. IL-6’min Hastahklarla liskisi

flk basta IL-6 geninin kardiak mikzoma hastalarinda poliklonal B hiicrelerindeki
anormallikler tarafindan ekspresyonun sonucu kaynaklandigi gosterilmistir (Hirano ve
ark. 1987). Kardiak mikzomal1 hastalar hipergammaglobulinemi, otoantikor varligi ve
akut faz proteinlerinin artisi gibi gesitli otoimmun belirtilere rastlanmaktadir. B
hiicrelerindeki anormalliklerin, IL-6’ya bagli olmasi ilk kardiak mikzomal1 hastalarda
goriilmiistiir (Hirano ve ark.1987; Jourdan ve ark.1990). IL-6 {iretiminde goriilen
anormal durumlar inflamasyon, otoimmiin hastaliklar, malignite gibi g¢esitli
hastaliklarin olusmasinda rol almaktadir (Weissenbach ve ark. 1980). IL-6
tiretimindeki anomalililer, Castleman’s hastaligi (Yoshizaki ve ark.1989) ve romatoid
artirit hastalarinda rastlanmaktadir (Hirano ve ark.1988; H oussiau ve ark. , 1988;
Bhardwaj ve ark. , 1989). IL-6 iiretimi farelerde tip II kollojen artritin ve proliferatif
glomerulonefrit ile otoimmiin hastaliklarm (MRL/lpr) (Tang ve ark.20 1991)
olusumunda gorilmektedir. IL-6, B hiicreleri ve tiroit bezinden de iretilmektedir
(Bendtzen ve ark. , 1989; Campbell ve ark. ,1989)

2.6. TOSILIZUMAB:

Tosilizumab, ¢oziinebilir ve zara bagl interlokin 6 reseptorlerine (IL-6R) yo6nelik
immiinoglobulin Glk alt sinifinin rekombinant, anti-insan monoklonal antikorudur.
Molekiil, fare anti-insan IL-6 reseptoriiniin tamamlayicilik belirleyici bolgesinin insan
IgGl'e agilanmasiyla iiretilen, genetigi degistirilmis insanlastirilmis monoklonal bir
antikordur. Tosilizumab, bunu yaparken IL-6'nin reseptorlerine baglanmasini inhibe
eder (Sheppard ve ark. , 2017).

Insan IL-6 reseptoriiniin (IL-6R) hem ¢oziiniir hem de zara baglilanarak bu sitokinin
proinflamatuar aktivitesini azaltir (Srirangan ve Choy, 2010) Insan IL 6 geni,
kromozom 7p21 ile eslenmistir ve 184 aminodan olusur. IL-6, B hiicresi uyarici faktor-
2 olarak adlandirilir ve B hiicrelerinin immiinoglobulin salgilayan farklilagsmasinda
onemli bir rol oynar. Hiicreler IL-6 biyolojik aktivitelerini 2 molekiil araciligiyla
gosterir: IL-6R (IL-6Ra, gp80 veya CD126 olarak da bilinir) ve trans membran
proteini gp130 (Sheppard ve ark. ,2017). Hedef hiicrelerde 1L-6, IL-6R'ye baglanir.

15



IL-6/1L-6R kompleksi, 130 kDa transmembran proteini gp130 ile birlestiginde sinyal
olusur ve gp130'un dimerizasyonu, gp130'un sitoplazmik kismin1 fosforile eden Janus
kinazlarin (JAK'ler) aktivasyonuna yol agar (Mihara ve ark. ,2012). Gpl30
aktivasyonu, akut faz protein genlerinin ekspresyonuna yol acar (Luchtefeld ve ark.
,2011). IL-6R"nin ¢oziiniir formu, zara bagli IL-6R'nin sinirli alternatif olarak eklenmis
bir mRNA'dan translasyonla iiretilir. IL-6 kompleksi ve ¢oziinebilir IL-6R uyarabilir
ve bu sinyal modu IL-6 trans-sinyali olarak adlandirilirken, zara bagl IL-6R yoluyla

sinyal, IL-6 Klasik sinyali olarak adlandirilir (Garbers ve ark. 2011).

IL-6'ya pleiotropik sitokin denir. B hiicrelerinin antikor {reten hiicrelere
farklilagsmasini indiikleyen T hiicresinden tiiretilmis bir faktordiir ve ayn1 zamanda
cesitli biyolojik aktivitelere sahip ¢ok sayida hiicre tipini etkiledigi de bilinmektedir.
IL-6'nin bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir. Uyarildiklarinda
notrofiller ve monositler veya makrofajlar. [L-6 salgilanmasi tizerine endotel hiicreleri
salimir daha fazla bagisiklik hiicresi ve hepatosit toplayan hemokinler, akut faz
proteinlerini sentezler ve salgilar( Honjo ve ark. , 2014). IL-6'nin ayrica T yardimci
hiicrelerinin farklilagsmasinda ve interlokin 17 (IL-17) tireten T yardimci 17 hiicreleri
(Th17) ile diizenleyici T hiicreleri (Treg) arasindaki dengenin diizenlenmesinde
o6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. IL-6 ve doniistiiriicii biiytime faktorii b
(TGF-b), tanimlanmig bir T yardimeci alt kiimesi olan Th17 hiicre farklilasmasiyla
sonuglanir. Ayrica, T hiicresi reseptor aktivasyonu iizerine insan T hiicrelerinin,
membrana bagli IL-6R'yi parcaladigi ve ¢oziinebilir IL-6R'yi serbest biraktigi da
aciklanmistir. Sonug olarak, bu T hiicreleri artik IL-6'ya yanit vermez. Ancak Th17
hiicrelerine farklilagsma i¢in ¢oziiniir IL-6R'ye ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle, Th17
hiicrelerinin farklilagmasinin etkili olmasi i¢in IL-6 ile baslangic uyarimi, IL-6 ve sIL-
6R uyarimu ile takip edilmelidir. TGF-b ve IL-6/¢oziintir IL-6R kompleksi ile uyarim,
inflamatuar durumlar i¢in 6nemli oldugu kabul edilen Th17 hiicrelerinin daha siirekli

ve uzun siireli olusumuna neden olur (Kimura, 2010).

IL-6, T hiicreleri, B hiicreleri, lenfositler, monositler ve fibroblastlar gibi cesitli
hiicrelerle etkilesime girdiginden ates, dokiintii, lenfadenopati, hepatosplenomegali,

anemi ve =zayif biiylime bircok belirtisiyle iliskilidir. IL-6 farklilagmayn,
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mineralizasyonu inhibe eder ve insan osteoblast T hiicre kiiltiirlerinin ve inflamatuar

sitokinlerin apoptozunu artirabilir (Reiff, 2012).

IL-6 ve IL-6R'ye kars1 notrlestirici antikor olarak Tosilizumab, hem klasik hem de
trans sinyal yollarini bloke eder. Tosilizumab, IL-6-SIL-6R kompleksini ayrigtirabilir
ancak IL-6-sIL-6R—sgp130 kompleksini ayristiramaz; bu, IL-6-SIL-6R kompleksinin
IL-6-sIL-6R'den daha az kati oldugunu gosterir. IL-6 trans-sinyallemesi
proinflamatuardir, oysa membrana bagli IL-6R yoluyla Kklasik IL-6 sinyallemesi
sitokinin rejeneratif veya antiinflamatuar aktiviteleri igin gereklidir. IL-6 biyolojisine
ilisgkin bu ayrintili bilgi, sitokin IL-6'nin blokajin1 amaglayan terapdtik stratejiler

acisindan onemli sonuglara sahiptir (Caparbo ve aark. 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

C6 Glioma hiicre hatlari1 American Type Culture Collection (ATCC),
penisilin/streptomisin  (10,000U/mL), high glucose dulbecco’s modified eagle's
nedium (DMEM), fetal sigir serumu (FBS), tripsin-EDTA ¢ozeltisi, tosilizumab
(selektif IL-6 inhibitorii)) ve hiicre kiiltiirii ¢alismasi igin sarf malzemeleri
kullanilmustir.

3.2. Hiicre Kiiltiirii

ATCC’ den tarafindan elde edilen olan C6 glioma hiicreleri steril kosullar altinda 37°C
ve %5 CO’li ortamda, 25 cm?lik flasklarda, %1 L-glutamin, %1 penisilin-
streptomisin ve %10 fetal sigir serumu igceren DMEM hiicre kiiltiir besi yerinde
cogaltilmigtir.  Hiicreler %80 yogunlukta pasaj yapilarak {giincli pasaji
calismalarandan sonra c¢alismaya baslanmigtir. Calismada C6 hiicre hattinin
secmemizdeki amacimiz NMDA aracili glutamat toksisite modeli i¢in yapilan
caligmalarla uygunlugunun daha etkin olarak belirlenmis olmasidir (Kritis vd. , 2015).
C6 glioma hiicrelerinde glutamat toksisitesi i¢in diger yapilan ¢aligmalarda belirlenen
10 mM doz ve 24 saat inkiibasyon siiresi kullanilmistir. (Park ve ark, 2019). Yapilan
in vitro ¢alismalara dayanarak, Tosilizumab i¢in kullanilacak dozlar: 3, 6, 12, 25 ve 50

uM olarak belirlenmistir (Xue ve ark, 2022; Chang ve ark, 2022).

Uygulama prasodiirii
Kontrol grubu: Bu gruba bir iselm uygulanmamustir.

Glutamat grubu: Bu grupta ise 24 saat 10 mM glutamat ile inkiibasyona

birakilmistir.

Tosilizumab grubu: 24 saat: 3, 6, 12, 25 ve 50 uM uM Tosilizumab ile inkiibasyon
yapilmistir.

Tosilizumab + glutamat grubu: : 3, 6, 12, 25 ve 50 uM 1 saat uM Tosilizumab ile

inkiibasyon sonrasi 24 saat 10 mM glutamat ile inkiibasyon yapilmistir.

Bir saat 6n tedavi siiresi diger yapilan ¢aligmalara kontrol edilip ve laboratuvarimizda
daha once gerceklestirdigimiz arastirmalar bakilarak belirlenmistir (Park ve ark, 2019;

Taskiran ve ark, 2021).
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3.3. XTT Hiicre Canlihik Testi

Tosilizumab’in glutamat toksisitesi sonrasi hiicre canlilifin1 degerlendirmek igin
mitokondriyal enzimler aracilifla renk veren XTT (Biological Industries, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil) testi kullanilmistir. Yapilan XTT testi, metabolik olarak aktif olan
hiicrelerin bir tetrazolyum tuzu turuncu formazan bilesenlerine indirgemeleri
yontemini kullanilmaktadir. Olusan boya suda ¢oziinebilir 6zellikte olmakla birlikte
boya yogunlugu bir spektrofotometre yardimiyla verilen dalga boylarinda
okutulabilmektedir. Boya yogunlugu (turuncu renk), metabolik olarak aktif hiicrelerin

sayist ile orantilidir.
Testin Uygulama Asamalart

Sitotoksisite icin dncelikle her kuyuda 10x102 hiicre olacak sekilde hiicre alinara steril
96 kuyucuklu mikro plakaya ekildi ve hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat beklendi.
Beklenme sonrasi hiicreler iizerindeki besi yeri uzaklastirilip, kuyucuklar PBS ile
yikandi, deney gruplarinda oldugu gibi Tosilizumab belirli konsantrasyonlarda
hiicreler iizerine uygulandiktan 1 saat sonra glutamat (hacim degisikligi sonrasi
konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde uygulandi1 24 saat inkiibasyon gergeklestirildi,
24 saatin sonunda besi yeri uzaklastirildi ve hiicreler ti¢ defa PBS ile yikanmistir. Daha
sonra her bir kuyucuga 100 pul seffaf (renksiz) DMEM ve bununda iizerine 50 pl XTT
soliisyonu eklenerek CO?li etiivde 4 saat inkiibe edilecektir. Inkiibasyon siiresi
sonunda optik dansite degeri mikroplaka okuyucuda (Spectrostar Nano, Allmendgriin,
Almanya) 450 nm’de okunarak, kontrol grubunun hiicre canlilik oran1 %100 olarak
kabul edilip % Hiicre canlilik = (Konsantrasyon O.D. / Kontrol O.D.) X 100

formiiliinden yararlanarak hesaplanmistir.
3.4. Total Antioksidan (TAS) ve Total Oksidan (TOS) Seviyelerinin Ol¢iimii

Hiicre lizatlarinda Tosilizumab’in glutamat toksisitesi sonrasi oksidatif stres {izerine
etkilerini degerlendirmek i¢in kolorometrik TAS, TOS (Rel Assay Diagnostics, Antep,

Tirkiye) l¢timii ticari kitleri kullanilmastir.
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Yontemin Uygulama Asamalart

TAS icin.

96’11k plaka igerisinde yer alan ilk kuyucuga 18 pL. dH2O (distile su), ikinci kuyucuga
kitin i¢inde bulunan QC Level 2 (Trolox, 2.0 mmmol/L)’den 18 uL, {igiincii kuyucuga
kitin i¢inde bulunan QC Level 1 (Trolox, 0.5 mmmol/L)’den 18 pL eklenmistir ve
dordiincii  kuyucuga da kitin iginde bulunan standart (Trolox, 1 mmmol/L)
sollisyonundan 18 pL olacak sekilde eklenmistitr. Besinci kuyucuktan itabaren hiicre
lizatlar1 18 pL olarak eklenmistir. Kitin i¢inde bulunan reagent 1 (Buffer Soliisyon)
soliisyonu tiim plate 300 pL eklenip 30 sn calkalama islemi yapildiktan sonra
mikroplaka okuyucuda (Spectrostar Nano, Allmendgriin, Almanya) 660 nm dalga
boyunda okutuldu. Cikan absorbans degerleri ilk okutma (A1) olarak kaydedilmistir.
Kitin i¢inde bulunan reagent 2 (Kromojen Soliisyon) soliisyonu tiim orneklere 45 pL
eklenip 15 sn calkalama islemi yapildiktan sonra oda 1sisinda 10 dk inkiibe edilip
tekrar 5 sn ¢alkalama yaptiktan sonra mikroplaka okuyucuda 660 nm dalga boyunda
olacak sekilde ayarlanip okutuldu. Cikan absorbans degerleri ikinci okutma (A2)
olarak kaydedilmistir. Absorbans farklar1 hesaplandi: A2 — A1 = AAbs Absorbans
degerleri ile gerekli hesaplamalar kit tarafindan belirlenen formiil ([AAbs dH20 —
AAbs Ornek]/ [AAbs dH,0 — AAbs Standart] yapilip érneklerin miktarlar belirtildi.
Kitin ¢alisma uygunlugu QC Level 2 ve QC Level 1 seviyelerinin dogru sekilde
belirledigine bakilarak belirlenmistir.

TOS icin:

96’11k plaka igerisinde yer alan ilk kuyucuga 45 puL standart (H202, 10 umol/L), ikinci
kuyucuga kitin i¢inde bulunan QC Level 1 (H202, 10 pmol/L)’den 45 pL ve {igiincii
kuyucuga da kitin i¢inde bulunan QC Level 2 (H202, 10 pmol/L)’den 45 pL olacak
sekilde eklenmistir. Dordiincli kuyucuktan itabaren hiicre lizatlari 45uL olarak
eklenmistir. Kitin i¢cinde bulunan reagent 1 (Buffer Soliisyon) soliisyonu tiim plate 300
uL eklenip 30 sn calkalama islemi yapildiktan sonra mikroplaka okuyucuda
(Spectrostar Nano, Allmendgriin, Almanya) 530 nm dalga boyunda okutuldu. Cikan
absorbans degerleri ilk okutma (Al) olarak kaydedilmistir. Kitin i¢inde bulunan
reagent 2 (Kromojen Soliisyon) soliisyonu tiim ornekler tizerine 15 pL eklenip 30 sn
calkalama islemi yapildiktan sonra oda 1sisinda 10 dk inkiibe edilip tekrar 5 sn
calkalama yaptiktan sonra mikroplaka okuyucuda 530 nm dalga boyunda
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okutulmustur. Cikan absorbans degerleri ikinci okutma (A2) olarak kaydedilecektir.
Absorbans farklar1 hesaplandi: A2 — A1 = AAbs Absorbans degerleri ile gerekli
hesaplamalar kit tarafinda belirlenen formiil (AAbs Ornek/AAbs Standart] ile yapilip
orneklerin miktarlar1 belirlenmistir. Kitin ¢alisma uygunlugu QC Level 2 ve QC Level

1 seviyelerinin dogru sekilde belirledigine bakilarak belirlenmistir.

3.5. Indiiklenebilir NOS (iNOS) ve Nitrik Oksit(NO) Seviyelerinin Ol¢iimii

Hiicre lizatlarinda Tosilizumab’in Nitrik Oksit (201-11-0704. Rat nitric
oxide(NO) ELISA Kit. 96 Test. Sunred) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentezi (INOS)(
201-11-0741. Rat inducible nitric oxide synthase(iNOS)ELISA Kit. 96 Test. Sunred)
seviyelerinin iizerine etkilerini degerlendirmek i¢in Rat NO ve iNOS sandvi¢ ELISA

ticari kitleri kullanilmistir.
Yontemin Uygulama Asamalar

Ureticinin talimatlarina gore, kit igerisinde yer alan standart ve hiicre lizatlari
yiiklenecek ve 37 °C derecede 60 dk inkiibe edildi. Ardindan yikama islemi yapilacak
ve boyama sollisyonlart eklenerek 37 °C derecede 15 dk tekrar inkiibasyona
birakilacaktir. Durdurma soliisyonu eklenecek ve 450 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucuda (Spectrostar Nano, Allmendgriin, Almanya) okutuldu. Standartlarin
absorbanslarina gore dogrusal bir grafik olusturuldu. Bu grafikle elde edilen denklem
yardimiyla Orneklerin degerleri hesaplanmistir. ELISA yonteminde uygulanacak

basamaklar
ELISA Yontemiyle iNOS ve NO Seviyesi Ol¢giim Basamaklart

ELISA kitindde bulunan ve i¢erdigindeki madde miktari belli olan standart soliisyonu
cikarilip standart diliisyon soliisyonu ile ependorflar i¢ine her seferinde madde miktari
bir 6nceki miktarin yaris1 olacak sekilde 5 kez diliie edilerek standartlar konsantreleri
hazirlandi. Kitin i¢inde yer alan 96’lik plaka icersinde yer alan ilk kuyucuk kor olarak
kullanildi ve bu kuyucuga kromojen soliisyon A, kromojen soliisyon B ve stop
sollisyonu eklenmistir. 2. Kuyucuktan baslanarak 50 pL hazirlanmis olan standart
soliisyonlardan farkli kuyucuklara eklendi ve iizerlerine 50 pL streptavidin-HRP
sollisyonu eklenmistir. Ardindan kuyucuklara 50 pL ornekler yiiklenerek iizerlerine
10 pL antikor (her dl¢iim igin spesifik olan) konuldu ve 50 pL streptavidin-HRP
soliisyonu eklenmistir. Plaka 37°de 60 dk inkiibasyona birakildi. Bu arada kitin i¢inden

21



c¢ikan 30X olan yikama soliisyonu yikama islemi igin distile su ile 1X olacak sekilde
diliie edilerek hazirland:. Inkiibasyon sonrasi plaka 1X olarak hazirlanmis yikama
soliisyonu ile 3 defa yikanmistir. Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga 50 puL
kromojen soliisyon A ve 50 uL kromojen soliisyon B uygulanmustir. Plaka 37°C’de 15
dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi yikama yapilmaksizin kuyucuklara
50 uL stop soliisyonu eklendi. Plaka 450 nm dalga boyunda 2 kez okutulacak ve bu
okumalarin ortalamalar1 alinarak kaydedildi. Standartlara karsilik gelen absorbans
degerleri ile dogrusal bir grafik ¢izilmistir. Dogrusal grafigin denklemi ile 6rneklerin
miktarlar belirlenmistir.

3.6. Total Protein Ol¢iimii

Hiicre lizatlarindan elde edilen verilerin normalize edilmesi amaciyla 6rneklerde total
protein tayini yapildi. Bu amagla Bradford yontemi kullanilmistir.

Bradlford total protein tayini basamaklar: Bradford Yontemiyle Total Protein Tayini
Basamaklar

Bovin serum albiiminden (BSA) 5 pg/ml olacak sekilde soliisyon hazirlmistir ve seri
diliisyon yapilarak standartlar (50, 25, 12, 6, 3 uM) olusturuldu.

Standartlardan ve orneklerden ikiser tekrarli olmak iizere 10 pL alinarak 96’lik bos
plakaya eklenecek ve tizerlerine 200 uL ticari olarak hazirlanmis olan Bradford
soliisyonu eklenmistir. 595 nm dalga boyunda okutulmustur. Standartlarin
absorbanslarina gore dogrusal bir grafik olusturulmustur. Grafikle elde edilen dogrusal
denklem araciliyla 6rneklerin degerleri hesaplanmistir.

3.7. Iimmiinfloresan Yéntemler
IL-6 reseptor protein ekspeeresyonlarinda Tayini Hiicrelerde
Tosilizumab’1n glutamat toksisitesi sonrasi tespit etmek i¢in bu proteine IL-6 reseptor
protein ekspeeresyonlarinda spesifik baglanma 6zelliginde bulunan primer antikor ile
baglanmas1 saglanacak daha sonra sekonder antikor yardimiyla immiinfloresan
yontem kullanilarak goriiniir hale getirilmistir. Gorilintiileme i¢in floresan 6zellikli

mikroskop (Carl Zeiss, Jena, Almanya) kullanilmistir.
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Yontemin Uygulama Asamalar

48°1ik plate’e hiicreler ekilecek ve hiicrelerin yapismasi igin bir giin beklenmistir.
Ertesi giin deney gruplarina ilaglar yukarda belirtildigi sekilde uygulanmustir. Ertesi
giin plate’deki ilag i¢eren besi yerleri uzaklagtirilmistir Hiicreler metanolde 10 dk fikse
edildi. 3 kez PBS ile yikanmistir. %0,1 Triton-X 100 iceren soliisnu ile 15 dk inkiibe
edilmistir. 3 kez PBS ile yikanmistir. %2’lik BSA’da oda 1s1sinda 60 dk inkiibe edildi.
3 kez PBS ile yikmistir. %0,1’lik BSA ile 1:100 sulandirilan IL-6 antikoru
(Proteintech; Kat. N0:19013-1-AP) ile +4’te bir gece bekletildi. Ertesi giin antikorlar
cekilecek ve drnekler PBS ile 3 kez yikanmustir. %0,1°1ik BSA ile 1:100 sulandirilan
floresans bagli (FITC) sekonder antikor (Proteintech; Kat. No: SA00003-2) ile 1 saat
oda 1sisinda karanlik ortamda bekletildi. 3 kez PBS ile yikanmistir. Cekirdekleri
goriiniir hale getirmek i¢in DAPI (0.1 pg/mL) damlatilarak ve 15 dk oda 1sisinda
karanlik ortamda bekletildi. 3 kez PBS ile yikandi. Floresan mikroskop altinda (Carl
Zeiss, Jena, Almanya) her onek icin ayni floresan dalga maruziyet siiresi i¢inde farkli

alanlardan goriintiiler alind1 ve hesaplamalar i¢in kaydedildi.
3.8. Hiicresel ROS Ol¢iimii

Hiicrelerde Tosilizumab’in glutamat toksisitesi sonrast ROS iiretimi tizerine etkilerini
degerlendirmek i¢in immiinfloresan DCFDA/H2DCFDA (Abcam, Cambridge,
Ingiltere; Kat. No: ab113851) kiti kullanilmistir.

Yontemin Uygulama Asamalari

Hiicreler 96’lik plate’e hiicreler ekilecek ve hiicrelerin yapigsmasi icin bir giin
beklenmistir. Ertesi giin deney gruplarina ilaglar yukarda belirtildigi sekilde
uygulanmistir. 24 saat sonra plate’deki ilag igeren besi yerleri uzaklastirildi. Kit
icerisinden c¢ikan “Buffer” cozeltisiyle kuyucuklar yikanmistir. 100 pl DCFDA
eklenerek hiicreler oda 1sisinda 45 dk karanlik ortamda inkiibe edildi. Buffer
cozeltisiyle kuyucuklar yikanmistir. Floresan mikroskop altinda (Carl Zeiss, Jena,
Almanya) her 6nek i¢in ayn floresan dalga maruziyet siiresi i¢inde farkli alanlardan

goriintiiler alind1 ve hesaplamalar i¢in kaydedilmistir.

23



3.9. TUNEL ile Apoptoz Tayini

Hiicrelerde Tosilizumab’in glutamat toksisitesi sonrasi apoptozu degerlendirmek icin
immiinfloresan TUNEL (Merc, Maryland, Amerika; Kat. No:11684795910) boyasi

kullanilmistir.
Yontemin Uygulama Asamalar:

48’lik plate’e hiicreler ekilecek ve hiicrelerin yapismasi i¢in bir giin beklenmistir.
Ertesi giin deney gruplarina ilaglar yukarda belirtildigi sekilde uygulandi. Ertesi giin

plate’deki ilag iceren besi yerleri uzaklastirilmistir.

3 kez PSB ile yikanacaktir. %2.5 Formoldehit soliisyonunda 15 dk bekletilerek
hiicreler fiske edildi. 3 kez PSB ile yikanmigtir. %2°lik Triton-X 100 eklenecek ve 5
dk oda sicakliginda bekletildi. 3 kez PSB ile yikanmustir. 25 ul TUNEL karisimindan
(Kitin i¢inde hazir olarak ¢ikan iki komponent birlestirilerek hazirlanmaktadir: 50 pl
Enzim Soliisyonu (TdT) + 450 pul Floresan Etiketleme Soliisyonu (fluoresan-dUTP))
eklenecek ve nemli ortamda 90 dk karanlikta bekletilmistir. 3 kez PSB ile yikandi.
Cekirdekleri goriiniir hale getirmek i¢in DAPI (0.1 pg/mL) damlatilacak ve 15 dk oda
isisinda karanlik ortamda bekletilecektir. 3 kez PBS ile yikanmistir. Floresan
mikroskop altinda (Carl Zeiss, Jena, Almanya) her onek icin ayni floresan dalga
maruziyet siiresi iginde farkli alanlardan goriintiiler alinacak ve hesaplamalar i¢in

kaydedilmistir.

3.10. istatistiksel Analiz

Absorbanslardan (Kitlerde bulunan formiiller ya da standartlardan elde edilmis
dogrusal grafik formiilleri ile) ve goriintiilerden elde edilecek (Image J programi
aracilig1 ile mean intesity hesaplamasi ile) verilerin tamami rakamsal karsiliga
doniistiiriildii. Istatiksel degerlendirilmesi SPSS paket programi ile normal dagilim
gosteren veriler icin tek yonliit ANOVA Varyans Analizi Testi ile ve normal dagilim
gostermeyen veriler i¢in ise non-parametrik testler olan Kruskal-Wallis ve Mann-
Whitney U testi uygulanarak yapilmistir. Sonuglardan P<0,05 olan degerler anlamli
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Glutamat Eksitotoksisitesi Olusturulan C6 Sican Glioma Hiicre Hattinda
Tosilizumab Hiicre Canliligina EtKi

Glutamat eksitotoksisitesi olusturulan C6 rat glioma hiicre hattinda tosilizumab hiicre
canliligina etkisi tosilizumab etkin dozunun belirlenebilmesi i¢in XTT testi uygulandi.
Tosilizumab grubuna ve glutamat+tosilizumab grubuna: 3, 6, 12, 25 ve 50 uM
miktarlarinda tosilizumab uygulandi. ELISA mikroplak okuyucudan elde ettigimiz
absorbans degerleri ylizde canlilik hesaplamasiyla sonu¢ haline getirildi. XTT
sonuclarma goére C6 hiicre hattinda 10 mM glutamat uygulanmasi kontrolle
kiyaslandiginda anlamli olarak canli hiicre sayisini azaltmistir (Sekil 4.1, p<0,05).
Fakat tosilizumab ile inhibisyonu sonrasi glutamat uygulanmasi tek basina glutamat
ile maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda canli hiicre sayisini artirmistir (Sekil 4.1,
p<0,05). Elde edilen sonuglar SPSS 23.0 ile degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda
Tosilizumab igin etkin doz 25 pM olarak bulundu. Istatistiksel olarak anlamlilik

p<0,05 olarak tanimlanmaistir.
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Sekil.4.1.Tosilizuban’in glutamatla ile olusturulan eksitotoksisitesi sonrasi hiicre
canlilig1 tlizerine etkisinin XTT ile degerlendirilmesi. Veriler Ort. £ SH olarak
sunulmugtur. ***P<0,001 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda. ###p<0,01 glutamat
grubu ile karsilastirrilginda
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4.2. Glutamat Eksitotoksisitesi Olusturulan C6 Sican Glioma Hiicre Hattinda
Tosilizumab’in Total Antioksidan (TAS) ve Total Oksidan (TOS) Seviyelerinin
Olciimii

Hiicre lizatlarinda Tosilizumab’in Glutamat ile olusturulan eksitotoksisite sonrasi
oksidatif stres lizerine etkilerini degerlendirmek i¢in kolorometrik TAS, TOS (Rel
Assay Diagnostics, Antep, Tirkiye) oOl¢iimii ticari kitleri kullanilmistir. TAS
sonuglarma goére C6 glioma hiicrelerine 10 mM glutamat uygulanmasi1 kontrolle
kiyaslandiginda TAS seviyesinde azalma goriilmistiir (Sekil 4.2, p<0,001). Ayni1
sekilde tosilizumab’1in ile IL-6 inhibisyonu sonrasi glutamat uygulanmasi tek basina
glutama’a maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda TAS seviyesi degismemistir

goriilmiistiir. (Sekil 4.2, p<0,001).

TOS sonuglara gore C6 glioma hiicrelerine 10 mM glutamat uygulanmasi kontrolle
kiyaslandiginda anlamli olarak TOS seviyesini artirmistir (Sekil 4. 2, p<0,001). ).
Fakat tosilizumab ile IL-6 inhibisyonu sonrasi glutamat uygulanmasi tek basina
glutamat’a maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda TOS seviyesini 6nemli derecede
azaltmistir (Sekil 4.2, p<0,001). Tek basina Glutamat uygulamaksizin Toisilizumab’in
ise TOS seviyesi kontrolle kiyaslandiginda degismedigi goriilmiistiir (p>0,05)
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Sekil.4.2. Tosilizumab’in Glutamat ile olusturulan eksitotoksisite sonrasi antioksidan

ve oksidan seviyeleri {izerine etkisinin kolorometrik yontemi ile degerlendirilmesi.

Veriler Ort. = SH olarak sunulmustur. ***P<0,001

karsilagtirildiginda. ###P<0,001 ve glutamat ile karsilastirildiginda
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4.3. Glutamat Eksitotoksisitesi Olusturulan C6 Sican Glioma Hiicre Hattinda
Tosilizumab NO ve iINOS Seviyelerine Etkisi

Hiicre hattinda tosilizumab’1n nitrik oksit yolagi iizerine etkilerini 6l¢mek i¢in fare NO
(201-11-0704. Rat nitric oxide(NO) ELISA Kit. 96 Test. Sunred) veiNOS( 201-11-
0741. Rat inducible nitric oxide synthase(iNOS)ELISA Kit. 96 Test. Sunred) sandvi¢
ELISA ticari kitler kullanilmistir. ELISA sonuglarina gore C6 hiicrelerine 10 mM
glutamat uygulanmasi kontrolle kiyaslandiginda anlamli olarak iNOS seviyelerini
artirmistir (Sekil.4.3, p<0,001). Fakat tosilizumab ile IL-6 inhibisyonu sonrasi
glutamat uygulanmasi tek basina glutamat’a maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda
iNOS seviyesini 6nemli derecede azaltmistir (Sekil 4.3, p<0,001). Tek basina glutamat
uygulamaksizin tosilizumab’mn ise iNOS seviyesi kontrolle kiyaslandiginda

degismedigi gorilmiistiir (Sekil.4.3, p>0,05).

Elisa sonuglarina gére C6 glioma hiicrelerine 10 mM glutamat uygulanmasi kontrolle

kiyaslandiginda anlamli olarak NO seviyelerini artirmistir (Sekil 4.3, p<0,001). Fakat
tosilizumab’in ile IL-6 inhibisyonu sonrast Glutamat uygulanmasi tek basina
glutamat’a maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda NO seviyesini 6nemli derecede
azaltmistir (Sekil 4.3, p<0,01). Tek basina Glutamat uygulamaksizin tosilizumab’in
ise NO seviyesi kontrolle kiyaslandiginda degismedigi goriilmiistir (Sekil.4.3,
p>0,05)
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Sekil.4. 3. Tosilizumab glutamat ile olusturulan eksitotoksitite sonrast iNOS VE NO
seviyeleri iizerine etkisinin ELISA yéntemi ile degerlendirilmesi. Veriler Ort. + SH
olarak sunulmustur. ***P<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda ve ##P<0,01

glutamat grubu ile karsilastirildiginda.
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4.4. Glutamat Eksitotoksisitesi Olusturulan C6 Sican Glioma Hiicre Hattinda
Tosilizumab ROS Seviyelerine EtKisi

C6 glioma hiicrelerine 10 mM glutamat uygulanmasi kontrolle kiyaslandiginda
anlamli olarak ROS seviyesini artirmistir (Sekil 4.4. , p<0,001). Fakat tosilizumab ile
IL-6 inhibisyonu sonrasi glutamat uygulanmasi tek basina glutamat’a maruz kalan
hiicrelerle kiyaslandiginda ROS seviyesini dnemli derecede azaltmistir(Sekil 4.4.
p<0,001). Tek basina glutamat uygulamaksizin tosilizumab’in ise ROS seviyesi

kontrolle kiyaslandiginda degismedigi goriilmistiir (Sekil 4.4. , p>0,05)
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Sekil 4.4. Tosilizumabin glutamat eksitotoksisitesi sonrast C6 glioma hiicrelerinde
hiicresel ROS seviyesi iizerideki etkisinin DCFDA boyama ile degerlendirilmesi.
Veriler Ort. = SH olarak sunulmustur. = P<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
#%P<0,001 glutamat grubu ile karsilastirildiginda.
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4.5. Glutamat Eksitotoksisitesi Olusturulan C6 Sican Glioma Hiicre Hattinda

Tosilizumab IL-6 Reseptor Seviyelerine Etkisi

Immun floresan boyama sonuglarma gére C6 glioma hiicrelerine 10 mM Glutamat
uygulanmasi kontrolle kiyaslandiginda IL-6 reseptor protein seviyelerini anlaml
olarak artirmistir (Sekil 4.5. , p<0,001). Fakat tosilizumab ile IL-6 reseptor inhibisyonu
sonrasi glutamat uygulanmasi tek basina glutamat’in maruz kalan hiicrelerle
kiyaslandiginda IL-6 reseptor protein seviyesini anlamli olarak azaltmistir (Sekil 4.5.
, p<0,001) Tek basina glutamat uygulamaksizin tosilizumab’in ise kontrolle

kiyaslandiginda IL-6 reseptor protein seviyesini degistirmemistir (Sekil.4.5. , p>0,05)
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Sekil 4.5. Tosilizumabin glutamat eksitotoksisitesi sonras1 C6 glioma hiicrelerinde IL-
6R iizerine etkisinin floresan boyama ile degerlendirilmesi. Farkli gruplarda astroglial
hiicrelerin 40X'lik biiyiitmede IL-6R ve DAPI c¢ekirdek boyamasi sonrasi floresan
mikroskobisi altinda morfololojik goriiniimii. Veriler Ort. £ SH olarak sunulmustur.

P < 0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda®#P<0,001 glutamat grubu ile
karsilastirildiginda.
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4.6. Glutamat Eksitotoksisitesi Olusturulan C6 Sican Glioma Hiicre Hattinda
Tosilizumab TUNEL Hiicre Sayis1 Uzerindeki Etkisi

TUNEL sonuglarima gére C6 glioma hiicrelerine 10 mM gluitamat uygulanmasi
kontrolle kiyaslandiginda anlamli olarak TUNEL pozitif hiicre sayis1 artmistir (Sekil
4.6, p<0,001). Fakat tosilizumab ile IL-6 inhibisyonu sonrasi glutamat uygulanmasi
tek basina glutamat’a maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda TUNEL pozitif hiicre
sayisint azaltmistir (Sekil 4.6, p<0,001). Tek basina glutamat uygulamaksizin
tosilizumab’in ise TUNEL hiicre orani, kontrolle kiyaslandiginda degistirmemistir

(Sekil.4.6. , p>0,05).
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Sekil 4.6. Tosilizumabin glutamat eksitotoksisitesi sonrast C6 glioma hiicrelerinde
apoptoz iizerine etkisinin TUNEL floresan boyama ile degerlendirilmesi. Farkli
gruplarda astroglial hiicrelerin 40X'lik biiylitmede TUNEL ve DAPI cekirdek
boyamasi sonrasi floresan mikroskobisi altinda morfololojik goriiniimii. Veriler Ort. +
SH olarak sunulmustur. ~P < 0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda. *#P<0,001

glutamat grubu ile karsilastirildiginda.
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5. TARTISMA

Glutamat, memeli merkezi sinir sisteminde bulunan Onemli uyarici
norotransmiterdir. Asir1 salinmasi, aliminin azalmasi veya reseptér fonksiyonlarinin
degismesi nedeniyle bircok merkezi sinir sistemini hastalifinin patogenezinde yer
almaktadir. Glutamat eksitotoksisitesini serebral iskemi, epilepsi, Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastaligi ve multipl skleroz gibi ¢esitli norolojik hastaliklarda rol
oynamaktadir. Glial hiicrelerin aktivasyonu, norolojik hastaliklarda proinflamatuar
aracilarin ekspresyonunu arttirir. Ayrica periferik inflamasyon, glial hiicreleri ve
ndronlart aktive ederek ve KBB gecirgenligini artirarak ndroinflamatuar yolaklar: da
artirtr. Ayrica periferik bagisiklik ve inflamatuar hiicreler, yapis1t bozulm KBB yoluyla
cok fazla bagisiklik hiicreleri beyne go¢ eder ve beyinde iltihaplanmaya ve dogrudan

ya da glial hiicreler ve ndron hiicreleri yoluyla néroinflamasyonu daha da artirabilir.

Noroinflamatuar hastaliklarda MSS'deki noéronal sistem ve fonksiyonlar
bozulmaktadir. Noroinflamasyon, MSS'deki hasarli glial hiicreleri ve néronal hiicreleri
onarmaya yonelik koruyucu bir mekanizmadir. Diger hiicrelerin aksine, ndronlar bir
kez hasar gordigiinde veya dejenere oldugunda, MSS'de onarilamaz veya
yenilenemezler. Noroinflamasyon beyin i¢in 6nemli bir koruyucu yanittir, fakat ¢cok
fazla inflamatuar yamitlarin olusmasi teklikelidir ve noronal rejenerasyonu
engellenmesi saglar. Mikroglia ve astrosit, periferik inflamatuar kosullar tarafindan

etkilenir ve degistirilir ve dolayisiyla néroinflamasyon ve nérodejenerasyonu etkiler
(Carson ve ark. , 2006)

Tosilizumab, 1gG1 alt grubundan, monoklonal antikorudur. Tosilizumab
selektif ve aktif sekilde hem serbest hem de hiicre membranina bagli IL-6R’e baglanir
ve IL-6’nin hiicre i¢ine sinyal iletimini engelliyerek IL-6 reseptoriiniin hem ¢oziiniir
hem de zara baglanan sitokinlerin proinflamatuar aktivitesini azalmasini saglar. IL-6
seviyeleri saglikli bir insanda nispeten diisiikken, baz1 norolojik durumlarda ytikselir,
sitokin T hiicreleri, B hiicreleri, monositler, makrofajlar gibi cesitli bagisiklik
hiicrelerine etki ederek iltihaplanmaya neden olur. Tosilizumab avrupa’da 2009
yilinda orta-ciddi Romatait Atrit(RA), Japonya’da Romatait Atrit, poliartikuler jiivenil
idiopatik artrit ve Castleman hastalig1 tedavisinde onay almistir ( Sheppard ve ark. ,
2017).
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Yaptigimiz ¢alismada IL-6 inhibitdrii olan Tosilizumab’in etkin dozu 25 uM
bulunmustur. Glutamatin glia hiicrelerinde toksik konsantrasyonlar1 deneysel kiiltiir
ortaminda 10 mM kullanilmistir. Hiicrelerin glutamat ile tedavi edilmesi sonucunda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre canliligi anlamli olarak azalmstir.
Tosilizumab+glutamat grubunda hiicre canliligi glutamat grubu ile kiyaslandiginda
anlamli bir artis olmustur. Hiicre canliligindaki bu artis tosilizumab’in IL-6’nin
reseptore baglanmasini azaltarak hiicrelerdeki noroinflamasyonu engellemesinden

kaynaklanimis olabilir.

Tosilizumab’in inflamasyonu azaltmasi ile ilgili literatiirde c¢ok fazla
calisma olmamas1 ile birlikte yapilan bir caligmada tosilizumab tedavisinin,
proinflamatuar sitokinlerin ve inflamasyon faktorlerinin seviyelerini énemli 6l¢iide
azalttig1 bulunmustur. Yaptigimiz ¢alismada iNOS, NO, ROS ve TOS o6l¢iimlerinde
glutamat grubu ile karsilastirildiginda biitiin gruplar arasinda anlamli fark oldugu
goriilmistir. NO, iNOS, TOS, ROS seviyeleri glutamat grubunda kontrol grubuna
gore yiiksek, tosilizumab ve glutamat+tosilizumab gruplarinda ise glutamat grubuna
gore disik bulunmustur. Ayrica TAS Ol¢iimiinde glutamat grubu ile beraber
bakildiginda biitiin gruplar arasinda belirli farklilik oldugu ve tosilizumab grubu ile
karsilastirildiginda biitiin gruplar arasinda anlamli farklilik oldugu bulunmustur. Yani
toksisiteden dolay1 glutamat grubunda kontrol grubuna gore TAS seviyesi azalmstir.
Bekledigimiz gibi tosilizumab ve glutamat+tosilizumab grubunda kontrol grubuna
gore ve glutamat grubuna goére TAS seviyesi artmistir. Bu veriler tosilizumab’in

antioksidan 6zellik gostererek oksidatif stresi azalttigini gostermektedir.

Interlokin-6, baslangigta immiin ve inflamatuar yanmitlar1 diizenledigi ve
inflamasyon sirasinda toksik ortamlarda apoptozu inhibe ettigi belirlenen c¢ok islevli
bir sitokindir (Hodge ve ark. , 2005). Interlokin-6'nin ayrica kronik inflamasyonun
gelismesinde dnemli bir oyuncu olarak gorev yaptigi, bunun sonucunda bagisiklik
sistemi bozdugunu ve inflamasyonu ilerlemesinin hizlanmasina neden oldugu
bilinmektedir (Multhoff ve Radons, 2012). Yapilan ¢alismada elde edilen verilere gore
C6 glioma hiicrelerine glutamat uygulanmasi kontrolle kiyaslandiginda IL-6 reseptor
protein seviyelerini anlamli olarak artis olmustur. Fakat tosilizumab ile IL-6 reseptor
inhibisyonu sonras1 glutamatla uygulanmasi tek basina glutamat’a maruz kalan

hiicrelerle kiyaslandiginda IL-6 reseptdr protein seviyesini anlamli olarak azaltmistir.
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Oliim sinyalleri, sonugta hiicre yikiminn yiiriitiilmesinden sorumlu kaspazlarin
aktivasyonuna yol agan sinyal yollar1 araciligiyla iletilir (Xu, Lai, ve ark., 2019).
Yaptigimiz ¢alismada hiicrelerde tosilizumab’in glutamat toksisitesi sonrasi apoptozu
degerlendirmek icin immiinfloresan TUNEL y6ntemini kullanildi. Bu ¢alismamizda
da apoptoz degerlendirilmesi yapilmis olup C6 glioma hiicrelerine glutamat
uygulanmasi kontrolle kiyaslandiginda canli hiicre azalma goriilmiistiir. Fakat
tosilizumab ile 11-6 inhibisyonu sonrasi glutamat uygulanmasi tek basina glutamat’a

maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda canli hiicre oran1 artirmistir.

Proinflamatuar sitokinler 6grenmeyi ve hafizay1 inhibe eder ancak interlokin-
6'nin (IL-6) akut biligsel eksikliklerde 6nemi periferik dogustan gelen bagisiklik
sistemi bilinmemektedir. Periferik enfeksiyonlarla iliskili hipokampus aracili bilissel
bozukluklarda IL-6'nin fonksiyonel roliinii incelemek igin, C57BL6/J (IL-6 */*) ve IL-
6 nakavt (IL-67°) fareler, eslesen bir ortamda egitildi. Su labirentinin bir edinme
agamasindan sonra, intraperitoneal olarak lipopolisakarit (LPS) enjekte edilen IL-6*/*
fareler, calisgma belleginde ecksiklikler sergiledi. Bununla birlikte IL-67/" fareler,
calisma belleginde LPS'nin neden oldugu bozulmaya direngliydi. IL-6 eksikliginin
calisma bellegi, plazma IL-1 ve tiimoér nekroz faktorii (TNF), soliter sistem
cekirdegindeki (NTS) c-Fos immiinoreaktivitesi ve kararli durumdaki bozulmaya kars1
koruma sagladigi mekanizmayi belirlendi. LPS enjeksiyonundan sonra IL-6"/* ve IL-
67/ farelerde hipokampusun néronal katmanlarindaki IL-1 ve TNF mRNA seviyeleri
belirlendi. NTS'deki plazma IL-1 ve TNF ve c-Fos immiinoreaktivitesi, LPS'den sonra
IL-6/" ve IL-67/ farelerde benzer sekilde artt1; bu, dolagimdaki yiiksek IL-1 ve TNF
seviyelerini ve vagal aferent yolaklarin aktivasyonunu gosterir. IL-6'nin yoklugunda
calisgma hafizasini bozmak i¢in yeterli degildi. Bununla birlikte, IL-6"/* farelerin
hipokampal dokusunda belirgin olan IL-1 ve TNF mRNA'nin LPS ile indiiklenen
yukart regiilasyonu, IL-67/ farelerde biiyiik dl¢lide zayiflatilmig veya tamamen yoktu.
Toplu olarak, bu veriler, IL-6 eksikligi olan farelerde humoral ve sinirsel bagigiklik-
beyin iletisim yollarinin saglam oldugunu, ancak IL-6 yoklugunda merkezi sitokin

bdlmesinin asir1 duyarli oldugunu géstermektedir (Sparkman ve ark. ,2006).

Sitokin interlokin-6'nin (IL-6) néroimmiin yanitlarin 6énemli bir araci oldugu

gosterilmistir. Ancak IL-6'nin etkileri merkezi sinir sistemi (MSS) olduk¢a karmagik
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ve c¢esitlidir ve IL-6'nin néron fonksiyonlarini etkiledigi mekanizmalar esas olarak
bilinmemektedir. Bu ¢alismada, kiiltiirde serebellar graniil néronlara (SGN'ler) kronik
olarak uygulanan IL-6'nin, glutamatin neden oldugu nérol hasara karsi koruyucu
etkisini ve IL-6'nin noroprotektif etkisinde rol oynayan mekanizmalar1 arastirilmistir.
Kronik IL-6'ya maruz kalma, SGN'leri glutamatin neden oldugu ndronal canlilik
zayiflamasindan Onemli Ol¢iide Onledi. IL-6'nin bu noroprotektif etkisi
konsantrasyonlarina bagliydi. 2,5 ng/ml'deki IL-6, néronal canlilig1 belirgin sekilde
tyilestirmedi, ancak 5 ve 10 ng/ml'deki IL-6, ndronal canliligi belirgin sekilde
gelistirdi. Glutamatla uyarilan néronal apoptoz da kronik IL-6 tedavisiyle carpici
bigimde engellendi. IL-6 6n tedavisi olmayan SGN'lerdeki hiicre ici Ca*?, bu noronlar
glutamat tarafindan uyarilir uyarilmaz aniden yiikseldi ve 18 dakikalik glutamat
saldiris1 periyodu boyunca daha yiiksek seviyelerde tutuldu. Her ne kadar IL-6 ile 6n
isleme tabi tutulmus SGN'lerdeki hiicre i¢i Ca*?, glutamata yanit olarak akut ve gegici
bir yilikselme olustursa da, glutamat uygulamasindan once hizla distiiler ve bazal
seviyelere geri dondiiler. Anti-gp130 monoklonal antikoru (mADb), IL-6'nin glutamat
kaynakli hiicre ici ©®*2 asin1 yiikii iizerindeki baskilayici etkisini bloke etti. Bu sonuglar,
IL-6'nin ndronlar1 glutamat kaynakli norotoksisiteye karsi koruyabildigini ortaya
koyuyor ve IL-6'nmn ndroprotektif etkisinin, glutamatin uyardig: hiicre i¢i Ca*? asir
yiikiinii baskilamak i¢in gp130 sinyal transdiiksiyon yolu yoluyla olabilecegini one
stiriiyor (Peng ve ark. ,2005).

Interlokin-6'nin  (insan rekombinanti), kiiltiirlenmis 20 giinliik fetal sican
hipokampal néronlarmin glutamat kaynakli noéron olimi iizerindeki etkisini
incelenmistir. Kiiltiirde 7 giin kaldiktan sonra hipokampal néronlar, 1-glutamat ve
ayrica N-metil-d-aspartatin eklenmesiyle belirgin sekilde dejenere oldu. Guiglii bir N-
metil-d-aspartat antagonisti olan MK801'in eklenmesiyle noron dliimii onlendi. 50
ng/ml konsantrasyonundaki interlokin-6, glutamatin neden oldugu néron &liimii
tizerinde 6nemli bir dnleyici etkiye sahiptir. Temel fibroblast biiyiime faktoriiniin 100
ng/ml konsantrasyonunda hipokampal ndronlar iizerinde de onemli koruyucu etki
sagladigr ancak sinir biiylime faktoriiniin toksisiteyi Onlemede etkisiz oldugu
goriilmiistiir. Glutamatin iskemi ve ¢esitli norolojik hastaliklar gibi néron 6limi
patogenezinde dnemli bir rol oynadig1 one siiriilmektedir. interlokin-6'nin bu olaylarda

bir bakima fizyolojik veya patolojik rolii olabilir (Yamada ve ark. ,1994).
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Yapilan c¢alismalarda Tosilizumab, romatoid artrit ve sitokin salinim
sendromu dahil farkli insan inflamatuar hastaliklarinin tedavisi i¢in onaylanmig
hiimanize bir monoklonal antikordur. Tosilizumab, interl6kin-6 reseptoriine (IL-6R)
baglanir ve boylece proinflamatuar sitokin IL-6'nin sinyalini bloke eder. ilk ¢alismalar
ve tiim otorite degerlendirme raporlari, tosilizumabin insanlarda etkili oldugunu ancak
fare veya sican IL-6R'sine baglanamadigini ve dolayisiyla farede IL-6 sinyallemesini
bloke edemedigini belirtmektedir. Bununla birlikte, yakin zamanda yapilan birkag
calisma, farelerde tosilizumab kullaninmim1 tanimladi ve IL-6 blokajina atfedilen
biyolojik etkileri bildirdi. Bu g¢alismada tosilizumabin farkli insan ve fare hiicre
dizilerini kullanarak IL-6 sinyalini bloke etme yetenegini arastirilmistir. Sonug olarak,
tosilizumabin insan IL-6R yoluyla sinyallesmeyi bloke ettigi ancak murin hiicrelerinde
IL-6 sinyallesmesini bloke etmedigi yoniindeki orijinal teknoloji durumunu kesin
olarak dogrulamaktadir. Enflamasyon, sinir sistemindeki norodejeneratif siirecle
yakindan iligkilidir (Takeuchi ve ark. , 2013). Organizmadaki inflamasyonun ana
modiilatorii olan NF-kB'nin aktivasyonu, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin ve diger kemokinlerin salinmasina yol agar (Bonizzi ve Karin 2004; Ulivi
ve ark. 2008) . Glutamatin neden oldugu sitotoksisitenin, sinir sistemi bozukluklariyla
iligkili proinflamatuar sitokinleri arttirdigi gosterilmistir (ChaparroHuerta ve ark.
2005). Yapilan ¢alismadan sonug olarak KBB’deki proinflamatuvar sitokin iiretimini

inhibe ederek antiinflamatuar etkiye sahip olabilecegi ortaya koymustur.
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6. SONUC ve ONERILER

* Bu tez caligmasinda yapilan degerlendirme sonuglarina gore, Tosilizumab’in 25 uM
dozunun Glutamat ile olusturulan néronal hasar sonucunda hiicre canliligini artirdigini
gostermistir. Ayn1 zamanda, Tosilizumab’in azalan dozlarina karsi hiicre canlilig1 da

giderek azaldig1 i¢in doz cevabinin oldugu goriilmiistiir.

* Tosilizumab’in 25 pM dozu glutamat ile olusturulan néronal hasar sonucunda TOS,
NO ve INOS seviyelerini anlamli olarak arttigi gosterilmistir. TAS sonuglarina

hiicrelere gore kiyaslandiginda TAS seviyesinde azalma goriilmiistiir.

* Tosilizumab’in apoptoz siirecinden nasil etkilendigini degerlendirmek i¢in yapilan
TUNEL sonuglarina gére C6 glioma hiicrelerine gluitamat uygulanmasi kontrolle
kiyaslandiginda anlamli olarak TUNEL pozitif hiicre sayisi artmistir. Fakat
tosilizumab ile IL-6 inhibisyonu sonrasi glutamat uygulanmasi tek basina glutamat’a
maruz kalan hiicrelerle kiyaslandiginda TUNEL pozitif hiicre sayisini azaltmigtir. Tek
basina glutamat uygulamaksizin tosilizumab’in ise TUNEL hiicre orani, kontrolle
kiyaslandiginda degistirmemistir. Sonug olarak tosilizumab’in ve glutamatin beraber
uygulandigi grup ile tek basina glatamata maruz kalan hiicreler kiyaslandiginda canli

hiicre oran1 artartig1 gosterilmistir.

» IL-6 protein ekspresyonun degerlendirildigi IL-6 boyamasina gore glutamat
grubunda IL-6R protein seviyeleri anlamli olarak artarken tosilizumab’in ile IL-6R
inhibisyonun yapilmasi1 sonucunda IL-6R protein seviyeleri azalmis, tosislizumab’in
ve glutmat ile beraber uygulandigi hiicrelerde de ayni sekilde IL-6R protein seviyeleri

anlamli olarak azalmistir.

* Mevcut bulgular sonucunda IL-6 inhibisyonun glutamatta glial hasar1 engelledigi
goriilmektedir. Ancak, bu hipotezin tamamen kanitlanabilmesi i¢in in vivo ve ex vivo

gibi ileri diizeyde ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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