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OZET

GLUTAMAT EKSITOTOKSITITESI OLUSTURULAN C6 GLIOMA
HUCRELERINDE TOFACITINIB’IN ETKiSININ ARASTIRILMASI

Kevser Nasirlt Dogan
Department of Physiology
Yiiksek Lisans Tezi
Danigman:
Dog. Dr. Bilal Sahin
2023, xi,56 Sayfa
Glutamat eksitotoksitite modellemesi olusturulan hiicrelerde farkli madde ve ilaglar

eksitotoksititeyi onlemek amaciyla aragtirilmaktadir. Ancak romatolojik hastaliklarda
kullanilan ve JAK/STAT yolag: iizerinden antiinflamatuar etki gdsteren, sinir sistemi
tizerine olumlu etkileri ¢esitli c¢aligmalarla kanitlanan tofacitinib’in glutamat
eksitotoksisitesine olan etkisi heniiz aydinlatilamamistir. Bu ¢alismada C6 glioma
hiicrelerinde olusturulan glutamat eksitotoksititesi {izerine tofacitinib’in etkisi ve bu

etkide oksidatif stres ve antiinflamatuar yolaklarin incelenmesi amaglanmustir.

C6 glioma hiicrelerinde tofacitinib’in etkin dozu XTT testi kullanilarak 100 nM
olarak bulunmustur. Hiicreler; Kontrol, Glutamat (10 mM), Tofacitinib (100 nM) ve
Glutamat+Tofacitinib olmak {izere dort gruba ayrilmistir. Timor Nekrozis Faktor —a
(Tnf-a), Interlokin-1B (IL-1B), total antioksidan seviyesi (TAS) ve total oksidan
seviyesi (TOS) ol¢iimii ticari kitler ile yapilmis ve COX-1 COX-2 o6lgiimii igin
immunohistokimyasal yontemler kullanilmustir.

Bulgular tofacitinib’in 100 nM dozda glutamat eksitotoksisitesine karsi hiicre
canliigimi arttirdigimi  gostermistir  (p<0,05). Ek olarak, tofacitinib eklenmesi
glutamat grubu hiicrelerde artan TNF-a, IL-1B, ve TOS seviyelerini azaltmistir
(p<0,05). Immiinohistokimyasal bulgular glutamat eksitotoksisitesiyle artan COX-1

ve COX-2 ekspresyonunun tofacitinib ile azaldigin1 géstermistir(p<0,05).

Sonu¢ olarak tofacitinib glutamat eksitotoksititesine kars1t c6 glioma
hiicrelerinde hiiccre canliligini koruyucu etki gdstermis ve bu etkide antioksidatif ve

antiinflamatuar mekanizmalarin rol oynadigi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Eksitotoksitite, Glutamat, Tofacitinib, Oksidatif Stres, , C6

Glioma Hiicresi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF TOFACITINIB ON C6
GLIOMA CELLS CAUSED BY GLUTAMATE EXCIiTOTOXICiTY

Kevser Nasirlt Dogan
Fizyoloji Anabilim Dali
Master's Thesis
Supervisor:
Dog. Dr. Bilal Sahin
2023, xi,56 Sayfa
Different substances and drugs are being investigated to prevent excitotoxicity

in cells modeled for glutamate excitotoxicity. However, the effect of tofacitinib,
which is used in rheumatological diseases and has an anti-inflammatory effect
through the JAK/STAT pathway, and whose positive effects on the nervous system
have been proven by various studies, on glutamate excitotoxicity has not yet been
elucidated. This study aimed to examine the effect of tofacitinib on glutamate
excitotoxicity in C6 glioma cells and the oxidative stress and anti-inflammatory
pathways involved in this effect.

The effective dose of tofacitinib in C6 glioma cells was found to be 100 nM
using the XTT assay. Cells were divided into four groups: Control, Glutamate (10
mM), Tofacitinib (100 nM) and Glutamate+Tofacitinib. Tumor Necrosis Factor —a
(Tnf-a)), Interleukin-1p (IL-1p), total antioxidant level (TAS) and total oxidant level
(TOS) measurements were made with commercial kits and immunohistochemical
methods were used for COX-1 COX-2 measurement.

Findings showed that tofacitinib increased cell viability against glutamate
excitotoxicity at a dose of 100 nM (p<0.05). Additionally, the addition of tofacitinib
reduced the increased levels of TNF-a, IL-1B3, and TOS in glutamate group cells
(p<0.05). Immunohistochemical findings showed that COX-1 and COX-2
expression, which increases with glutamate excitotoxicity, decreased with tofacitinib
(p<0.05).

As a result, tofacitinib showed a protective effect on cell viability in c6 glioma
cells against glutamate excitotoxicity, and it was revealed that antioxidative and anti-
inflammatory mechanisms played a role in this effect.

Keywords: Excitotoxicity, Glutamate, Tofacitinib, Oxidative Stress, C6

Glioma Cell
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1.GIRIS VE AMAC

Glutamat merkezi sinir sisteminin en énemli eksitator norotransmitter maddesi
olup sinaptik plastisite, 6grenme, hafiza ve diger bilissel islevleri igeren g¢esitli
fizyolojik siireglerde 6nemli rol oynamaktadir. Esansiyel olmayan aminoasit olarak
smiflandirilan  glutamat, sinir sisteminde uyarici  fonksiyon gdsteren ana
norotransmitterdir. Insan beynindeki sinaptik baglantilarm % 90’indan fazlasin
uyarict karakterde olan glutamaterjik ndronlar olusturmaktadir. Ayni1 zamanda
serebellum graniil hiicreleri gibi baz1 lokalize beyin bolgeleri igin birincil

norotransmitter gorevi gérmektedir (nutrition & 2000, n.d.).

Sinaptik plastisitedeki rolii nedeniyle, glutamat beyindeki 6grenme ve hafiza
gibi biligsel islevlerde 6nemli rol oynamaktadir. Uzun stireli gliglenme olarak bilinen
plastisite sekli, hipokampus, neokorteks ve beynin diger kisimlarindaki glutamaterjik
sinapslar araghigiyla gergeklesmektedir (Reiner et al., 2018). Sinaptik aktivite,
sinaptik aralikta glutamat konsantrasyonunda artisa yol agmakta fakat glutamat
tasiyicilart  tarafindan  glutamatin  geri alimmmi ile ekstraseliiler glutamat
konsantrasyonu korunmaktadir (Maragakis et al., n.d.). Glutamat tasiyicilart néronal
ve glial membranlarda bulunmaktadir. Bu tasiyicilar hiicreler arasi bosluktan
glutamatin hizla uzaklagtirmasini saglamaktadir. Beyin hasar1 gibi patolojik
durumlarda, tasiyici sistemde meydana gelen aksaklik nedeniyle glutamat hiicre disi
alanda agir1 birikebilmektedir. Bu durum kalsiyum iyonlarmim N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorleri araciligiyla hiicrelere girmesine neden olmaktadir. Fazla
miktarda hiicre i¢ine giren kalsiyum noronal hasari tetiklemekte ve hiicre 6liimiine
yol agmaktadir (Lau & Tymianski, 2010). Bu siire¢ glutamata bagli eksitotoksisite
olarak adlandirilmaktadir. Glutamat beyin fonksiyonlarinda dnemli rol oynamasina
ragmen merkezi sinir sistemindeki yliksek konsantrasyonu glutamatin ndrotoksik
etkisinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Alzheimer, Parkinson, Huntington,
epilepsi ve multiple skleroz gibi cesitli norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde,
glutamat eksitotoksisitesi dnemli bir rol oynamaktadir (Hynd et al., n.d.; Lai et al.,
n.d.; Pitt et al., 2000; Vincent et al., n.d.)

Jak/Stat yolag1 inhibitérlerinden biri olan tofacitinib romatoid artrit
hastalarinda yaygin kullanim1 olan ve tedavi de olumlu sonuglar agiga ¢ikaran bir

kimyasal maddedir. Sitokinlerin reseptorlere baglanmasi JAK yolaklarini aktive eder.



Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan sitokin, reseptdr polimerizasyonuna yol
acar. Tofacitinib’in Jak/Stat yolagin1 modiile etmesiyle birlikte JAK’lar reseptorleri
fosforile edemez ve bdylece STAT’lar baglanamaz. JAK’lar STAT lar1 fosforile
edemediginden STAT dimerizasyonu olugsmaz ve hiicre c¢ekirdegine gen
transkripsiyonu  i¢in  sinyal  gitmez. Boylelikle, Tofacitinib JAK’in
otofosforilasyonunu ve aktivasyonunu inhibe etmis olur.

Literatiirde romatolojik hastaliklarda kullanilan ve JAK/STAT yolag
lizerinden antiinflamatuar etki gdsteren tofacitinib’in sinir sistemi iizerine olumlu
etkileri ¢esitli ¢alismalarla kanitlanmistir. Fakat glutamat eksitotoksisitesi {izerine
etkisi heniiz aydmnlatilmamistir. Bu tez projesindeki amacimiz C6 glioma hiicre
hattinda tofacitinib’in glutamat eksitotoksisitesi iizerine etkisini arastirmak ve bu

etkide oksidatif ve inflamatuar mekanizmalari ortaya ¢ikarmaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Glial Hiicreler

Glia hiicreleri hakkinda edinilmis bilgiler teknolojinin de gelismesiyle
giinimiize kadar c¢ogalmistir. 1824 yilinda Dutrochet glia hiicrelerinin
miyelinizasyon disindaki morfolojik Ozelliklerini kesfetmistir. Virchow ise 1860
tarithinde glia hiicrelerinin merkezi sinir sisteminde noronlarin etrafinda bulunmasi
sebebiyle noroglia veya ‘nerve glia’ kavramini dile getirmistir.

1909 yilinda Ramon J Kajal, 1919 yilinda del Rio Hortega o zaman kullanilan
ekipmanlarla 3 farkli hiicre grubunun oldugunu 6ne siirmiistiir (Bottenstein, 2012).
Bunlar oligodendrositler, mikroglia ve astrosit hiicreleridir. 1960 yilinda
kullanilmaya baslanan elektron mikroskobu yardimiyla glia hiicreleri hakkinda daha
fazla bilgi edinilmistir. Boylelikle hiicre tiplerinin tanimlanmasi daha ayrintili

yapilabilmistir (Yi1lmaz, 1997).

Giiniimiizde glia hiicreleri (Sekil 1) omurgali sinir sistemlerinde 2 gruba
ayrilmistir. Bunlar;

1. Mikroglio

2. Makroglia

Mikroglia hiicreleri hareket edebilen fagositik hiicrelerdir. Makrofajlardan
koken alan bu hiicreler travma, enfeksiyon gibi durumlarda gorev alirlar.
Makrofajlardan koken aldiklar1 i¢in inflamasyonun 6nlenmesinde etkilidirler.

Makroglia hiicreleri ise 3 ayr1 gruba ayrilir. Bunlar ;

1. Oligodentrosit hiicreleri

2. Astrosit hiicreler

3. Schwann hiicreleri

Oligodentrositler ve schwann hiicreleri say1 olarak daha azlardir. Bu hiicreler
ndronlarin aksonunu saran miyelin kilifi olustururlar. Miyelin kilif aksonu koruyup
izole eder aym1 zamanda sinir iletim hizin1 artirir. Oligodentrositler merkezi sinir
sisteminde bulunurken Schwann hiicreleri otonom sinir sisteminde bulunurlar
(Bottenstein, 2012; Yilmaz, 1997).



Astrositler say1 ve gorev olarak en fazla bulunan glia hiicre grubudur. Bu
hiicrelerin farkli sekillerde hiicre govdeleri ve uzantilar1 vardir. Bu uzantilarla néron
hiicreleri tizerinde u¢ ayaklar (end-feet) denilen yapiyr olustururlar. Sinaptik alanda
bulunan astrositler bazi norotransmitterlere yiiksek baglanma egilimi gosterirler. Bu
sekilde norotransmitterleri sinaptik araliktan uzaklastirirlar. End-feet denilen ug
ayaklariyla kan beyin bariyerine tutunarak néron beslenmesine yardim ederler. Hasar
alan bolgedeki atik maddeleri mikroglialarla isbirligi yaparak doku iyilesmesine
yardimc1 olurlar. Ayrica artan ndron aktivitelerinde fazla salgilanan potasyumu
uzaklastirirlar (Education & 1993, n.d.).

Glia hiicreleri postnatal donemde de bdliinme yeteneklerini devam ettirerek
noron hiicrelerinden ayrilir. Reaktif gliosis, glial ¢ogalma, beyin travma cevabi, glia
hiicrelerinin malign transformasyonlarinda bu durum gozlenir. Glial kaynakl
timorlere verilen isim glioma’ dir. Gliomalar genellikle astrositik hiicrelerde

gortiliirler (Bordey et al., 1998).

Mikroglia
Sinir sisteminde
fagositoz yaparak

@ Schwann hiicreleri
savunmay! saglar.

) Cevresel sinir sistemi
A — | noronlarinda miyelin
y kilifi olusturur.

Astrositler \

Madde aligverisini |

diizenler, kan-beyin bariyeri|
olusturarak zararli

maddelerin girisini engeller. |

Oligodentrositler
Merkezi sinir sistemi
néronlarinda miyelin

kilifi olusturur.

Ependim hiicreleri
Merkezi sinir sisteminin
bosluklarini érter. BOS

sivist dretimini ve akigini
dizenler.

Sekil 1. Glia Hiicreleri (SinirHiicreleri | SinirSistemi, Akita, Diizenleme, n.d.)

2.2. C6 Hiicre Hatt

C6 hiicreleri ratlardan elde edilen glia hiicreleridir. Morfolojileri fibroblasttir.



Hastaliklarinda glioma olusur. C6 glia hiicreleri Benda ve arkadaslar tarafindan bir
dizi alternatif kiiltiir ve hayvan gecisinden sonra N-Nitrometiliire ile indiiklenen bir

sigcan glial timoriinden klonlanmustir.

C6 rat glioma hiicre hatti astroglial kokenlidir. Hizli ¢ogalabilirler. Bu
sebeple arastirmalarda yapilan islemlerinin sonucunun tespit edilmesi, glutamat
eksitotoksititesi olusturuldugunda hiicresel cevabin goriilebilmesi i¢in uygun
hiicre modeli olusturdugu yapilan ¢alismalarla bulunmustur (Sekil 2) (Goya et al.,
n.d.; Kato et al., n.d.).

Sekil 2. C6 hiicreleri morfolojik goriintiileri (Berezowski et al., 2005)

Deneylerde kullanilan ideal glioma modeli, morfolojik 6zellikler, invazif
paterni ve yetenegi, vaskiiler davranis1 ve immiin mikro ¢evresi agisindan insan
glioblastoma multiforme (GBM) hiicre hattina benzer olmalhdir. insan GBM'sini
simiile eden ve aragtirmada kullanilan ¢ok sayida hiicre dizisi vardir. En yaygin
olarak kullanilanlardan biri C6 hiicre hattidir. C6, orta derecede istilact yetenege
sahiptir. Her glioma modeli, farkli uzunluk ve captaki damarlarla kendi damar
agim1 olusturabilir. Yiiksek neovaskiilarizasyon sergiler. Konagin orta diizeyde

immiin tepkisine neden olabilir. Bununla birlikte, bir tiimdr-immiin mikro



ortaminda c¢alisilmasina ihtiyag duyuldugunda C6 en uygun hiicredir ve insan
GBM immiin infiltratlarina benzer (Gieryng et al., n.d.).

C6 rat glioma hiicre hattinda olusturulan glutamat eksitotoksisitenin
mekanizmasi incelendiginde bazi bilgiler elde edilmistir. C6 rat glioma hiicrelerinin
iyonotropik glutamat reseptorleri (iGIUR) eksprese ettigi gosterilmis olmasina
ragmen bu hiicre hattindaki eksitotoksisiteye mekanotropik glutamat reseptorlerinin
(MGIUR) aracilik ettigi belirlenmistir. Incelenen C6 hiicrelerinde, glutamat ile
muameleden sonra mGIluR seviyelerinin azaldigi ve oOlim oraninin arttig1
goriilmiistiir. 24/48 saat sonra mGluR seviyeleri artar. C6 hiicrelerinde oksidatif
stresin gelismesinden dolay1 GSH ( glutatyon) tiikkenmesi meydana gelir (Piers et al.,
2012; Sun et al., 2012; Veenman et al., n.d.).

2.3. Glutamat

Glutamat esansiyel olmayan bir dikarboksilik aminoasit olup, glutaminden
sentezlenmektedir (Sekil 3) (Heath & Shaw, 2002). Ayrica Krebs dongiisii ara
tirinlerinden o-ketoglutaratin indirgeyici aminasyonu ile olusabilmektedir (nutrition

& 2000, n.d.).

Glutamat hizli uyarict sinapslarin = biliyllk  ¢ogunlugunun ileticisidir.
Memelilerde merkezi sinir sisteminde ve ¢ok sayida merkezi sinir sistemi islevinde
rol oynayan ayrica bir¢ok reaksiyonda hem substrat hem de iiriin olarak islev goren
bir nérotransmitterdir (Conn et al., 1997). Glutamat, 6grenme ve hafiza gibi bilissel
fonksiyonlarda rol alir. Sinaptik baglantilarin yaklasik %90'mda bulunur (Brosnan &
Brosnan, 2013). Glutamat biligsel fonksiyonlar disinda akson olusumu,
noroplastisite, sinaptik etkinlik gibi merkezi sinir sisteminin her basamaginda rol

oynamaktadir (Hazell et al., 2001; M. Walker et al., n.d.).

Bunlarla birlikte 6nemli bir nérotoksindir. Hipoksik hasar, hipoglisemi, inme,
epilepsi, depresyon ve parkinson hastaliklarinda glutamat reseptorlerinin asiri
uyarimi s0z konusudur. Hasar ve glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi arasinda
oldukea giiglii bir baglant1 vardir. Glutamatin norotoksik etkisi bir¢ok norolojik ve
psikiyatrik hastalik ile iligkilendirilmistir (Hynd et al., n.d.; proteins & 2013, 2013,
Sapolsky ve TeachingCompany. 1996 - GoogleAkademik, n.d.).



Glutamat beyinde ¢ogunlukla intraseliiler sivida bulunur. Gerekli durumlarda
metabolize edilerek kullanilir. Glutamat seviyelerinin kontrol altinda olmasi
homeostazisin bozulmamasi i¢in 6nemlidir. Clinkii glutamat presinaptik néronlardan
salinmakta postsinaptik noronlar ve astrositler tarafindan toplanmaktadir. Bu
asamada ekstraseliiler sivinin glutamat seviyesi diisiik konsantrasyonlarda tutulmaya
calisilir. Eger diisiik konsantrasyonlarda tutulamazsa glutamat toksik etki olugturacak
ve homeostazis bozulmaya baslayacaktir. Bunun aksine intraseliiler sivida glutamat
metabolize edildigi ve sinaptik iletimde engel olusturmadigi i¢in toksik etki olusmaz
(Osen et al., 1995; Ottersen et al., n.d.; Shupliakov et al., 1993).
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Sekil 3. Glutamatin Yapisi

2.3.1. Sentezi Ve Metabolizmasi

Memeli canlilarda ¢ok fazla bulunan ve aminoasit yapida olan bir
norotransmitter olan glutamat saglikli bireylerde beslenme ile gerekli miktarda
viicuda alindig1 i¢in ¢ogu zaman sentezine ihtiyag duyulmaz (Daikhin, Y. , &
Yudkoff, M. 2000 - Google Akademik, n.d.).

Glutamat canli organizmada farkli sekillerde sentezlenebilir. Bunlar;

1. Krebs (sitrik asit) dongiisiinde agiga ¢ikan a-ketoglurattan (Sekil 4)

2. Merkezi sinir sisteminde glutaminaz enzimi tarafindan glutamin- glutamat
dongiistinde iiriin olarak sentezlenir (“MicroRNA Expression in Rat Brain Exposed
to Repeated Inescapable Shock: Differential Alterations in Learned Helplessness vs.

Non-Learned Helplessness,” n.d.).
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Sekil 4. Sitrik Asit(Krebs) Dongiisii

Bir diger metabolik yolak ise N-asetil-L-aspartat-L-glutamat (NAAG)’in
astrositlerde iiretilen 4 karboksipeptidaz II (GCP II) tarafindan NAA ve glutamata
parcalanmasi olayidir (nutrition & 2000, n.d.). Glutamat krebs (sitrik asit)

dongiistinde sentezlenebildigi i¢in nonesansiyel bir aminoasittir.

Merkezi sinir sisteminde glutaminerjik noronlar glukozdan glutamat
tiretemezler. Bu yiizden presinaptik noéronlarin ihtiya¢ duydugu glutamat glutamin-
glutamat dongiisiiyle saglanir. Bu islemde glutaminaz enzimi kullanilir. Presinaptik
noronlardan ¢ikan glutamat 3 farkli yolla degerlendirilir. Bunlar presinaptik nérona
geri alimim, postsinaptik norona alinim, astrosit (glial) hiicrelere alinim seklindedir

(Bak et al., 2006).

Glutamatin ¢ok az bir boliimiiniin presinaptik ve postsinaptik néronda yikimi
gerceklesir biliylik miktar1 astrosit (glial) hiicreler tarafindan alinir. Bu geri alim
eksitatorik aminoasit tagiyicist kanallar (Excitatory Amino Acid Transporter, EAAT)
vasitasiyla gergeklestirilir. Astrosit hiicreler aliman glutamati g¢evre kapillerlere
gondermezler. Bunun yerine glutamati glutamine doniistiiriirler. Glutaminin

noronlara bir etkisi yoktur. Glutamat, eger kapiller dolasima katilacak olursa merkezi



sinir sisteminden azot ve karbon kayb: meydana gelecektir. Uretilmis olan glutamin
yeniden glutamat iiretilmesi i¢in pre-sinaptik noronlara aktarilir ve bu néronlarda
glutaminaz enzimi ile glutamin-glutamat doniistiimii gerceklesir (Sekil 5) (Ganel &
Rothstein, 1999).
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Sekil 5. Glutamat-Glutamin Dongiisii (Glioblastoma Hiicrelerinde, 2021)

Glutamat belirli tasiyicilarla kan beyin bariyerini gegebilir. Bu sayede beyin
omurilik sivisinda (BOS) glutamat miktar1 belirli seviyelerde tutulur (Ganel &
Rothstein, 1999). Glutamat ayni zamanda inhibitérik etki g0steren bir
norotransmitter olan GABA nin sentezinde de oncili molekiildiir ve bu olayda gorevli

olan enzim glutamat dekarboksilazdir (Ganel & Rothstein, 1999).

2.3.2. Glutamat Reseptorleri

Glutamat reseptorleri molekiiler yapilari, elektrofizyolojik ve farmakolojik
Ozellikleri bakimindan iki ana gruba ayrilirlar. Bunlar;

1. Iyonotropik Reseptérler (iGIuR, Ligand kapili iyon reseptérleri)

2. Mekanotropik Reseptorler (mGluR, G protein eslikli reseptorler)

iGluR’lar  glutamatin iyon kanallarina baglanmas1 o6zelligine sahip
reseptorlerdir. Iyonotropik reseptorlerin ismi iyon gegirgenligi hiicre zarindaki

reseptorlerle ayarlandigr icin ligand kapili iyon reseptorii olarak da



adlandirilmaktadir. mGluR’lar ise iyon kanallariyla hiicreyi etkilemezler. Bunlar G-

proteinleri yoluyla etkilerini gosterirler (Rahimli et al., 2013).

2.3.2.1.Iyonotropik Reseptirler

Plazma membraninda yer alirlar. Reseptdr alt birimlerinin  farkh
kombinasyonlariyla olusturulan bu iyon kanallar1 iyonlarin hiicre i¢i ve dist arasinda
transferini saglarlar (Rahimli et al., 2013).

Farmakolojik 6zelliklerine gore iGluR’ler ikiye ayrilir. Bunlar;

1. NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorleri (Sekil 6)

2. Non-NMDA(AMPA(Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik
asit) (Sekil 7) ve Kainat reseptorleri

NMDA reseptorleri tizerinde en fazla arastirma yapilan reseptdr grubudur.
Hipokampiis, beyin korteksi, septum, amigdala ve striatumda yogun olarak bulunur.
NMDA reseptorleri noronlarda post-sinaptik yerlesmistir (Kayaalp OS, Uzbay T.
(2009). Santral Sinir Sistemi... - Google Akademik, n.d.). Glutamin, Zn*2, Mg*?
glutamat ve poliaminlere 6zel baglanma alanlari olan NMDA reseptorleri, aktive
olduklarinda hiicre i¢i ve dis1 arasindaki Ca*?, Na* , K' iyonlarmin degisimleri
gergeklestirirler (Rose et al., 2018). Glutamat baglayict NMDA?2 alt {initesi ile glisin
baglayict NMDALI alt {initesinden olusan protein kompleksi Mg*? baglanmasi ile
bloke olur. Ayni anda glutamat ve Mg*? baglanmas1 durumunda kanal aktive olur ve
postsinaptik néronlara Ca*? akisi saglanir. Artan hiicre ici Ca*2, Ca*? kalmodulin
bagimli protein kinaz II (CaMKII) gibi ¢esitli enzimleri aktiflestirir ve sinaptik
iletimde degisikliklere yol agar (Suwanjang et al., 2013).
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Sekil 6. NMDA Reseptorleri (NMDA Reseptorii - NMDA Reseptorii - Vikipedi, n.d.)

AMPA reseptorleri dort alt birimden (GluR 1, GluR2, GluR3, GluR4), kainat
reseptorleri ise bes alt birimden (GluRS5, GluR6, GluR7, KA1, KA2) olusur.
AMPA ve Kainat reseptorleri Ca*? ve Na* iyonlarmin hiicre igi ve hiicre dis1 sivilar
arasindaki gecisi ile glutamat taginmasina onciiliikk eden reseptorlerdir (Sommer &
Seeburg, 1992). Kainat ve AMPA reseptorleri yalnizca glutamat ve bunlarin
spesifik agonistleri ile etkilesime girer ve iliskili kanallar1 Na* ve K* ' ya Ca*?'dan
daha gecirgendir (Kostandy, 2012).

Sinaptik

Bosluk =
\ o] @———Kalsiyum

) ) PS
/ o
@ )
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Sekil 7. AMPA Reseptorii(AMPA Reseptorii - Vikipedi, n.d.)
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2.3.2.2.Metabotropik Reseptirler

Bu gruptaki reseptorler iyon kanallarina sahip degillerdir. Membranda bulunan
G-proteinine baglanarak ikincil mesajc1 haber sistemini aktive ederler (Pin et al.,
n.d.). Presinaptik inhibisyon, hizli eksitator sinaptik gecis ve noron eksitabilitesinin
diizenlenmesinde gorevlidirler (Bordi et al., n.d.). Biitiin glutamat reseptorleri gibi
metabotropik reseptorlerde glutamat ve diger eksitatorik aminoasitleri (EAA)
baglama yetenegine sahiptir. Serebral korteks, serebellum, hipokampiis gibi beynin
cesitli bolgelerinde ve otonom sinir sisteminde hem presinaptik hem postsinaptik
alanda yer alirlar ve agrinin algilanmasi, bellek gelisimi, hafiza, 6grenme gibi ¢ok

sayida gorev ustlenirler (Bates et al., n.d.).

Sekiz farkli mGluR tipi vardir (mGIluR1-8) ve yapilarina ve fizyolojik
aktivitelerine gore {i¢ ana gruba ayrilir (grup I, II ve III) (Ozdemir et al., 2016).
Grup I; mGIuR1 ve mGIuRS5 reseptorlerini igerirken, grup II; mGIuR3 ve mGIluR2
reseptorlerini, grup III ise; mGluR4, mGIluR6, mGluR7 ve mGIluR8 reseptorlerini
icermektedir. Grup I, mGluR’nin fosfolipaz C’yi1 aktive ederek siklik adenozin
monofosfat (cAMP) olusumunu tetikledigi; grup II ve III mGluR’nin ise, adenilat
siklazi ve cAMP’1 inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (Hammond
etal., 2014).

2.3.3.Glutamat Tasiyicilar:

Ekstraseliiler ortamda yiiksek konsantrasyonda bulunan glutamat, toksik etki
olusturacagi i¢in ortamdan uzaklastirilmasit gerekir. Presinaptik noronlardan
ekstraseliiler ortama salinan glutamati postsinaptik ndronlar ve astrosit (glia)
hiicreleri tarafindan alinmasim1 saglayacak protein yapida cok sayida glutamat
tasiyict bulunmaktadir. Glutamat tasiyicilari, glutamati temelde bir zar boyunca
transfer olmasini saglayan kanallardir. Astrosit (glia) hiicre zar1 veya intraseliiler
vezikill zar1 bunlardan ikisidir (“Structure, Function and Regulation of Glutamate
Transporters,” 2020)

Glutamat tastyicilari;

1.Eksitator amino asit tasiyic1 (EAAT) ailesi

2. Vezikiiler glutamat tagiyict (VGLUT) ailesi olarak ikiye ayrilir.

Beyinde EAAT ailesinin temel gorevi glutamati sinaptik bosluktan
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uzaklagtirarak noronal ve glial hiicreler tarafindan geri alinimini saglamaktir.
VGLUT ailesinin temel gorevi ise sitoplazmadan vezikiillere glutamat gecisini
saglamaktir. Glutamat tasiyicilari, glutamat disinda aspartat ve diger glutaminerjik
maddelerin tasmimindan sorumludur. Beyin disinda da bir¢cok farkli doku da
bulunurlar. Bu dokular da glutamat ve glutaminerjik maddelerin fizyolojik
etkilerinden sorumludurlar. Bu dokularin bazilar1 kalp, karaciger, kemik, testis ve

pankreas adacik hiicreleridir (Ganel & Rothstein, 1999).

EAAT’ler zar yiizeyinde bulunan g¢ogunlukla Na® bagimli sekonder aktif
transport saglayan kanallardir (Ganel & Rothstein, 1999). Bu tasiyicilar ekstraseliiler
glutamat konsantrasyonunu diizenlemekte rol oynarlar (Zerangue et al., n.d.). Bu
kanallar ile sinaptik araliga birakilan glutamat, kisa bir siirede sinaptik araliktan
uzaklastirilir. Bu sayede sinyal iletiminin sonlanmasina yardimci olurlar (Zerangue et
al., n.d.). Bu kanallarin ¢alismasinda azalma meydana gelirse sinaptik aralikta biriken
glutamat toksik etki olusturur. Postsinaptik sinapslara gonderilen siirekli uyarilar ve
beraberinde meydana gelen biyokimyasal olaylar sonucu eksitoksitite meydana gelir
(Zou et al., n.d.) Ayrica bu kanallar glutamatin tekrar sentezine ve kullanilmasina

olanak saglamaktadir.

2.3.3.1. Glutamat Taswyicisi EAAT Ailesi

Glutamat tagiyici ailelerinden biri olan EATT ailesi Na*iyonlarinin hiicre igi ve
hiicre diginda elektrokimyasal gegisine bagli olarak ¢aligsa da K*ve H* iyonlarinin
konsantrasyonlarina da baglhlik gosterirler. Bu sebeple EAAT ailesi “sodyum
potasyum bagimli glutamat tasiyicilar1” olarak da adlandirilirlar (“Structure,
Function and Regulation of Glutamate Transporters,” 2020). EAAT’lerin farkli alt
tipleri bulunmaktadir. Bu tipler arasinda sodyum bagimli ¢alisanlar yiiksek afiniteli
glutamat tasiyicilaridir. EAAT ler 1 molekiil glutamat ve H (hidrojen) hiicre icine
alirken, 3 molekiil Na* ve 1 molekiil K* molekiiliinii hiicre disina c¢ikarirlar

(Principles of Neural Science, 2000).
Insan hiicrelerinde EAAT ailesinin 5 alt tipi mevcuttur. Bunlar;

1. EAAT 1: Glial (astrosit) hiicrelerin yiizeyinde bulunurlar.
2. EAAT 2 (diger ad1i GLT1 (Glial Glutamat Transporter)) : Glial hiicrelerin

yiizeyinde ve hipokampal cornu ammanis 3 (CA3) ndronlarinin akson
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terminallerinde bulunurlar. Glutamat geri aliniminin %90’indan sorumludur.
3. EAAT 3: Sadece ndronlarda bulunurlar.
4. EAAT 4: Sadece noronlarda bulunurlar.
5. EAAT 5: Retinadaki bipolar noronlarda ve fotoreseptorlerde bulunurlar.

(Arriza et al., 1997; Rothstein et al., n.d.)
2.3.3.2. Glutamat Tasyicist VGLUT Ailesi

Bu tasiyicilarin bilinen temel gorevi hiicre i¢ine aliman glutamatin sinaptik
vezikiillere taginmasini saglamak ve sinaptik bosluga salinmasi i¢in depolamaktir.
Vezikiiler glutamat tasiyicilarinin VGLUT1, VGLUT2, VGLUT3 olmak {iizere 3 alt
tipi bulunmaktadir (Naito et al., n.d.). Glutamata olan gecirgenlikleri EAAT ailesine
gore daha disiiktiir (Manev et al., n.d.). VGLUT ailesi arasinda tiim yonleriyle en
fazla taninan VGLUT3 alt birimidir (Gras et al., 2002). VGLUT3 alt birimi igitme
sistemindeki hizli glutaminerjik eksitasyonda gorev almaktadir (Ruel et al., n.d.).
Ayrica agn iletimi, anksiyete, uyku dongiisii, sekstiel davraniglar, viicut 1sisinin
ayarlanmas1 gibi davranigsal ve fizyolojik goérevlerinin oldugu bilim insanlarinca

distintilmektedir (Muroyama et al., 2004).

2.4. Glutamat Ve Eksitotoksitite

Eksitotoksitite; sinaptik bosluga asir1 salinimi1 sonucu biriken glutamatin
tastyict  kanallarla geri alimmmimin  gergeklestirilememesi nedeniyle olusan
homeostatik denge bozuklugudur. Genellikle hiicre 6liimiiyle sonlanir (Szatkowski et
al., n.d.). Bu homeostatik dengenin korunmasi igin Ca*? ¢ok onemlidir. Ca*2
seviyelerinin hiicre i¢i ve disinda dengede tutulmasi, hiicre i¢i ve disi transportunun
saglanmasi, depolanmasi, yerlesimi, kontroliiniin saglanmas1 gerekmektedir. Noronal
hiicrelerde eksitotoksitite normal olmayan diizeyde Ca*™? transportuna neden
olmaktadir. Bu durum proteaz, lipaz, nitrik oksit sentaz (NOS), reaktif oksijen
tirlerinde (ROT) artisa sebep olup sonug ise hiicre 6liimii olmaktadir. Ayrica AMPA
reseptorlerinin GIuR1 alt biriminin aktivite artis1 inflamasyona sebep olmaktadir (Liu
etal., 2019).

Glutamat sinaptik vezikiillerde ya da ndron hiicresi sitoplazmasinda depolanur.
Enerjinin azaldigi ya da iiretilemedigi durumlarda (anoksi, iskemi vb.) glutamat

hiicre disina salinir. Bu sebeple ATP iiretilemeyen durumlarda glutamatin hiicre
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disinda birikimi sonucu eksitoksite olusabilmektedir (Sekil 8).
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Sekil 8. Glutamat Eksitotoksisitesi (Glioblastoma Hiicrelerinde, 2021)

2.5. Glutamat Ve Oksidatif Stres

Yapilan in vitro ¢alismalar, oksijen radikalleri olusumunun glutamat uyarilmasi
ile iliskili olan noronlarla etkilestiklerini gostermistir. Olusan serbest radikaller, hem
glutamat salinimina hem de geri aliniminin baskilanmasina yol agarlar. Hiicresel ve
mitokondriyal serbest radikalllerin seviyesinde artig hiicre 6liimiine neden olur.
Ortamda artmis olan serbest radikaller hizli bir Ca*? akisima, hiicre i¢i Ca*? asir
yiiklenmesine ve mitokondriyal zar depolarizasyonuna neden olur. Bu olay daha
fazla serbest radikal iiretimine ve sonunda noronal hiicre 6liimiinii tetikleyen ikincil

haberci / enzim aktivasyonuna yol agar (Fleury et al., n.d.; Okuyama, 1992).

Hiicre Oliimiinii indiikleyen faktoriin mitokondriden sitozole salinmasi ve
translokasyonu, Bax ve Bcl-2'nin asagi ve yukari regulasyonu, sitokrom c'nin
salinmasi, kaspaz-3'liin aktivasyonu ve poli (ADP-riboz) polimeraz 1'in (PARP-1)
bolinmesi dahil olmak iizere hiicre 6liimiiyle ilgili sonraki olaylar1 baslatir. Merkezi
sinir sistemi diisiik antioksidan enzim aktivitesi nedeniyle dejenerasyona ve oksidatif
strese karsi ¢ok duyarli olmasindan dolayr kacginilmaz olarak ndronal hiicre 6liimii

gerceklesir (Ha et al., n.d.).
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2.6.JAK/STAT Yolu

JAK/STAT yolu en iyi ¢dziimlendirilmis sinyal iletim yollarindan biridir. Sitokinler
inflamasyon ve doku yikiminin énemli aracilaridir. interldkin-6 (IL-6), interferonlar
(IFN'ler), graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF) ve ortak gama zincir
sitokin ailesi gibi ¢esitli sitokinler, Janus kinaz (JAK) ve sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon (STAT) yolunun aktivatorii araciligiyla etki gosterir. JAK-STAT
yollar1 dort JAK kinazdan (JAK1-3 ve tirozin kinaz 2 (TYK2)) ve yedi sinyal
transdiiserinden ve transkripsiyon aktivatoriinden (STAT1-6, homologlar STAT5A
ve STATS5B dahil) olusur. Sinyal kaskadi, trans-fosforilasyon yoluyla JAK
aktivasyonunu miimkiin kilan bir sitokinin reseptdriine baglanmasiyla baslatilir.
Daha sonra JAK'lar, dimerize olan reseptorii ve STAT'lar1 fosforile eder ve hedef
genlerin ekspresyonunu diizenlemek i¢in ¢ekirdege yer degistirir. Her sitokin
reseptorli, JAK kinazlarin spesifik bir kombinasyonunu kullanir. 1L-6, JAK1 ve
JAK2/TYK2 yoluyla sinyal verir ve ortak gama zinciri sitokinleri JAK1 ve JAK3
araciligiyla sinyal verir. JAK-STAT sinyal yolu sik1 bir diizenleme altindadir; sitokin
sinyalleme (SOCS) ailesi SOCS1-3 baskilayici proteinleri ve Src homoloji 2 (SH2)
iceren protein (CIS1) sitokinle indiiklenebilir (Palmroth et al., 2021). JAK1, JAK3 ve
biraz daha az oranda JAK2'yi inhibe eden tofacitinib’in sitokin sinyalini ve farkli
bagisiklik hiicrelerinin ve sinoviyal fibroblastlarin efektor fonksiyonlarini in vitro ve
artritli hayvan modellerinde inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak tofacitinib’in RA
hastalarinda JAK-STAT yollarinin aktivitesi tizerindeki in vivo etkilerine iliskin bilgi
su anda eksiktir ve in vitro ¢alismalara dayanan sonuglardan farkl olabilir (Palmroth

etal., 2021).

2.6.1. Jak/Stat Aktivasyon Mekanizmast

JAK/STAT aktivasyon mekanizmas1 bilinen modelinde sitokin reseptor
baglantilariyla iligkili JAK kombinasyonunu tetikler bu da sirasiyla fosforilize ve
dimerilize olan, spesifik dizileri baglamak icin ¢ekirdege hareket eden bir STAT 1n
alimina izin vermek icin reseptor sitoplazmik alanini tutar ve gen ekspresyonunu
baglatir. Sitokin reseptorlerinin sitoplazma alanlar1 membrana yakin bulunan JAK
baglanma bolgeleriyle JAK larla birlesir (Behrmann et al., n.d.). Bunlarin yani sira

reseptorlerin  hiicre ylizeyinde tasinmasinda JAK’larin rolii, JAK reseptor
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etkilesiminin temeli, reseptor hiicre i¢i alanlarinin sitokin baglanmasi iizerine nasil
yeniden yonlendigi ve fosforilasyon modifikasyonunu almak i¢in JAK ile fiziksel

olarak nasil temas kurdugu hakkinda aydinlatici bir bilgi yoktur.

Reseptoriin  JAK aracili fosforilasyonu, STAT'lerin (SH2) alanlart igin
baglanma bolgeleri yaratir. STAT alimim tirozin ve bazi durumlarda cekirdege
gecise yol acan anahtar kalintilar (JAK'ler ve diger yakindan iliskili kinazlar
tarafindan) tizerindeki fosforilasyonu takip eder (J. O’Shea et al., n.d.). Belirli bir
reseptOr icin bir SH2 15 alanmin tercih edilmesinin ayrintili yapisal temeli heniiz
anlagilmamistir ve diger JAK olmayan kinazlarin reseptorlere nasil alindigi ve

STAT'leri fosforile ettigi konusunda da ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

2.6.2. Jak ( Janus Kinaz) Inhibitorleri

JAK ailesi JAK1, JAK2, JAK3 ve tirozin kinazdan (TYK2) olusur. Bu
sitoplazmik protein ailesinden tirozin kinazlarin gesitli pro-inflamatuar sitokinlerin
transdiiksiyon yolunda énemli bir rolii vardir. Interldkin (IL) 2, 4, 7,9, 13, 15, 17, 21
ve 23'lin yani sira interferonlar ve biliylimefaktorleri ve baglanmaya JAK1 ve JAK3
aracilik eder. Sitokinler hiicre yiizeyine baglandiginda ligand reseptorleri dimerize
olur, sonugta JAK molekiillerinin fosforilasyonu saglanir. Bu daha sonra hiicre igi
sinyal iletimini ve transkripsiyonunu tetikler. JAK inhibitorleri fosforilasyonu
engeller. Sinyal donistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorproteini (STAT) bdylece
sentezini azaltir. Pro-inflamatuar proteinler bu genis spektrumlu anti-inflamatuar
aktivitenin yani sira, JAK inhibitorleri, digerleriyle karsilastirildiginda cesitli
avantajlar sunar.

Monoklonal antikorlar:

(a) oral uygulama

(b) ongoriilebilir farmakokinetik mekanizmasi azaltilmis plazma yarilanma
omrii, hizli etki baslangict ve hizli temizlenme olarak kendini gosterir (ciddi
enfeksiyon ve ameliyat ihtiyact durumlarinda faydalidir)

(c) hiicre i¢ini hedef alir

(d) immiinojenite eksikligi (Magro & Estevinho, 2020)
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Sekil 9.JAK Inhibitérleri (Hu et al., 2021)

2.7.Tofacitinib

Tofacitinib, Janus kinazlarin (JAK) oral inhibitoriidiir. Romatoid artrit tedavisi
i¢cin onayhdir, eriskinlerde psoriatik artrit ve iilseratif kolit tedavilerinde de kullanilir
(Sentiirk, 2022). Tofacitinib, JAK1 ve JAK3'in giiglii bir inhibitorii olarak ayni
zamanda sunlar1 gosterir:

1. JAK2 ve tirozin kinaz (Tyk2)'e kars1 kismi aktivite gosterir ve patogenezinde
rol oynayan bir¢ok faktorii etkiler

2. Proinflamatuar  mediatorlerin  salgisin1  azaltirken JAKI  yoluyla
proliferasyonu ve aktivasyonu da baskilar.

3. Tofacitinib diisiik dozlarda bagisiklik sistemini modiile eder.

4. JAK1 ve JAKS yoluyla ise yiiksek dozlarda etkiler.

5.JAK2  araciligtyla  eritropoietinin ~ baskilanmasiyla ~ hematopoez
sinyalizyonunu saglar. (Sentiirk, 2022)

Tofacitinib bugiine kadar onaylanmis benzersiz bir JAK inhibitoriidiir. Her ne
kadar bu kiigiik molekiil JAK3'e 6zgii bir inhibitor olacak sekilde gelistirildiyse de
ayni zamanda bir panJAK inhibitorii oldugundan JAK1 ve JAK2'ye de afinitesi
vardir (Magro & Estevinho, 2020).

2.7.1. Tofacitinib Kimyasi

TOFA, piperidin igeren bir bas grubu ve bir siyanoasetamid yan zinciri olan
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pirolopirimidin bazli bir molekiildiir. Biyolojik DMARD'lardan farkli olarak TOFA,
oral doza izin veren diisiikk molekiiler agirlikli bir kimyasal bilesiktir (Vaddi & Luchi,
2012). Kimyasal ad1 3-(3R,4R)-4- metil-3- [metil (7H-pirrolo[2,3-d] pirimidin-4-il)
amino] piperidinl1-il}-3 oksopropannitril dir (Sekil 10) (Flanagan et al., 2010)

EF
N
I=Z -

Sekil 10.Tofacitinib’in Yapisi

2.7.2. Tofacitinib’in Farmakodinamigi

Tofacitinib diger kinazlar iizerinde neredeyse higbir etkisi olmamasi sebebiyle
JAK ailesinin segici bir inhibitdrii olarak kabul edilir. Insanlar iizerinde JAK 'lara
kars1 nanomolar etki gostermistir ve giiclii bir sekilde JAK3 ve JAK1'i ve daha az bir
Olgiide JAK2'yi inhibe etmistir. JAK3, IL2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 ve IL-21 igin
ortak bir reseptor alt birimi olan ortak IL-2Rg zincirine (g-zinciri) yapisal olarak
baglanir. Bu nedenle JAK3, oncelikle immiin yanitlar i¢in onemlidir. Tersine, JAK1
ve JAK2, konak savunmasi ve hematopoezden biiyiime ve ndral gelisime kadar
degisen rollerle genis islevlere sahiptir (J. J. O’Shea et al., 2013; Vaddi & Luchi,
2012).

JAK1, G zinciri sitokinleri, IL-6 ailesi, IL-10, IL-13, IL-22, graniilosit koloni
uyarici faktor ve interferonlar (INF'ler) ile iliskilidir (J. J. O’Shea et al., 2013).

Tofacitinib, romatoid artrit (RA) patogenezinde énemli bir rol oynayan ¢oklu
sitokinlerle etkilesime girer (Vaddi & Luchi, 2012). Bu bulgularla uyumlu olarak,
tofacitinib, RA'nin hayvan modellerinde enflamasyon ve eklem hasarinda doza bagh
olarak Onemli bir azalmaya yol agmistir (Ghoreschi et al., n.d.; Labranche et al.,
2012; Milici et al., 2008). Fare 19 kollajeninin neden oldugu artritteki etkinlik hem
JAK1 hem de JAK3 sinyal yollarinin inhibisyonu ile koreledir, bu da tofacitinib’in

19



anti-inflamatuar aktivitesi i¢in sadece JAKI1 ve JAK3 inhibisyonunun gerekli
oldugunu diistindiirmistiir (Ghoreschi et al., n.d.).

Sican adjuvaninin neden oldugu artritte, tofacitinib, osteoklast aracili artritik
eklem yapisal hasarini baskilamis: bu etki, insan osteoklastlar1 ve T lenfositleri
kullanilarak daha fazla arastirildiginda, niikleer faktor-kB ligand (RANKL)
iretiminin azalmis reseptor aktivatoriine ikincil olarak ortaya ¢ikmistir (Labranche et
al., 2012).

Ilging bir sekilde, JAK-STAT yolunun, saglikli deneklerin ve osteoartrit veya

spondiloartriti olan hastalarin sinovyumu ile karsilagtirildiginda aktif RA'l1 hastalarin
sinovyumunda yiiksek oranda eksprese edildigi bulunmustur (R. Walker et al., 2006).
Aktif RA'll hastalarin sinovyum ve periferik kanindan kaynaklanan aktive CD4+ T
hiicrelerinin tofacitinib tedavisi, doza bagimli bir sekilde IL-17 ve INF-g iiretimini ve
bu hiicrelerin proliferasyonunu dogrudan baskilamistir (Maeshima et al., 2012).
Ayrica tofacitinib, CD4+ T hiicrelerinin inhibisyonu yoluyla dolayli bir sekilde
sinovyal fibroblastlar tarafindan IL-6 tiretimini ve CD4+ monositleri tarafindan 1L-8
tiretimini inhibe etmistir (Maeshima et al., 2012). Baska bir deyisle tofacitinib’in
esas olarak CD4+ T hiicreleri iizerinde etki gosterdigi ve ardindan hiicre
proliferasyonunu ve inflamatuar sitokinlerin {iretimini baskiladigi gortilmiistiir
(Maeshima et al., 2012).
Ayrica tofacitinib, RA sinovyal dokusundan izole edilen TNF ile uyarilan fibroblast
benzeri sinoviyositler tarafindan lenfosit ¢eken birka¢ kemokinin ekspresyonunu
inhibe ederek, T hiicrelerinin ve diger infiltre I6kositlerin toplanmasim
siirlandirmistir (Rosengren et al., n.d.).

Son olarak tofacitinib diger bagisiklik hiicrelerini, ozellikle de JAK'lart
eksprese eden ve RA patogenezinde rol oynayan B hiicreleri ve mast hiicrelerini
hedef alabilir (Maeshima et al., 2012). Birlikte ele alindiginda, bu veriler
tofacitinib’in RA'lh hastalarda sinovyal inflamasyonu azaltma ve eklemlerin yapisal
hasarmi énleme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Ote yandan, JAK 'larin
inhibisyonu, enfeksiyonlar, anemi ve ndtropeni ve lipid diizeylerindeki artiglar dahil

olmak tizere ilaca bagli AE'lerin olas1 bir nedenidir (J. J. O’Shea et al., 2013).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Malzeme Listesi

Tablo 1. Calismada Kullanilan Malzemelerin Listesi

Malzemeler
1 C6 ( Sigan Beyni Glioma Hiicre Hatt1 )
2 Tofacitinib (5 mg)
3 Flask 25 cm3
4 15 mI’lik falkon
5 200 pl’lik steril pipet ucu
6 5 ml’lik steril serolojik pipet
7 XTT hiicre proliferasyon 6l¢tim kiti
8 Tnf-a Elisa Kiti
9 [I-1B Elisa Kiti
10 Total Antioksidan Olgiimii Assay Kiti
11 Total Oksidan Olgiimii Assay Kiti
12 2 ml’lik ependorf
13 96’11k Plate
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3.2.Kullanilan Cihazlar

Tablo 2. Calismada Kullanilan Cihazlarin Listesi

Cihaz Adi
1 Vorteks
2 Inkiibator
3 Su Banyosu
4 Santrifiij
5 Laminar Flow Hiicre Kiiltiir Kabini
6 Buzdolabi (+4 °C ve -20 °C)
7 Derin Dondurucu (-86 °C)
8 Hassas Terazi
9 Inverted Mikroskop
10 Mikroplak Okuyucu
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3.3.Kimyasal Malzemeler

Tablo 3.Kullanilan Kimyasal Malzemeler Ve Alinan Yerlerin Listesi

Kimyasal Malzeme Alinan Marka ve Adi

Dulbecco’nun Modifiye Eagle (DMEM) | Biological Industries, Israil

Fetal Sigir Serumu (FBS) Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, ABD
L-Glutamin Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, ABD
Penisilin/Streptomisin Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, ABD
Fosfat Tampon Cozeltisi Thermo Fisher Scientific, ABD
Tofacitinib Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, ABD
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, ABD
Tripsin Lonza, B-4800 Verviers, Bel¢ika

3.4. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii calismalar1 Sivas Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Merkezi (CUTFAM) laboratuarlarinda yapilmistir. Proje destegi Sivas
Cumbhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (Proje no: T-2023-992)
tarafindan saglanmigtir.

C6 Glioma hiicre hatlar1 American Type Culture Collection (ATCC)' dan elde
edilmistir. Hiicreler; 25 cm?2 'lik flasklarda, % 10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma
Aldrich Co, St Louis, MO, USA), %1 I-glutamin (Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO,
ABD) ve % 1 penisilin/streptomisin ( Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, ABD)
iceren Dulbecco'nun modifiye Eagle ortaminda (DMEM:F12) (HyClone, Logan, UT,
USA) (Thermo Fisher Scientific, Altrincham, UK) kiiltiirlenmistir. Hiicre yogunlugu
yaklasik %80-90’a ulasana kadar 37°C'de sicaklikta %5 CO2 ile nemlendirilmis
ortamda inkiibe edilmistir.

C6 glioma hiicrelerinde glutamat toksititesi i¢in dnceki ¢aligmalarda belirlenen
10 mM doz ve 24 saat inkiibasyon siiresi kullanilmistir. Tofacitinib i¢in kullanilacak
dozlar: 12,5; 25; 50 ve 100 nM olarak belirlenmistir (“Impact of Tofacitinib

Treatment on Human B-Cells in Vitro and in Vivo,” n.d.).
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3.5.Hiicre Siipernatantlarimin Hazirlanmasi

Hiicreler 4 ayr1 25 cm?2 ’lik flaska ekildi ve istenilen yogunluga gelene kadar
takip edildi. Flaska ekilen hiicreler gruplara ayrildi.

Gruplar:

1. Kontrol Grubu

2. Glutamat (10 mM)

3. Tofacitinib (100 nM)

4. Tofacitinib + Glutamat
Uygulama Prosediirii:

1. Kontrol grubuna ve glutamat grubuna 2,5 ml seffaf DMEM eklendi.

2. Tofacitinib (100 nM) grubuna ve Tofacitinib + Glutamat grubuna 2,5 mi
Tofacitinib eklendi.

3. Biitiin gruplar 1 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra kontrol ve
Tofacitinib grubuna 2,5 ml seffaf DMEM eklendi.

4. Glutamat ve Tofacitinib+Glutamat grubuna 2,5 ml glutamat eklendi. Bir giin
inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonrasinda tiim gruplarin besi yerleri ayr1 ayri1 alinarak 15 ml’lik
4 ayn falkona konuldu. Flaskta kalan hiicreler igin 1,5 ml tripsin eklenerek hiicreler
kaldirildi ve kalkan hiicrelerde falkonun iizerine eklendi.

6. Falkonlar 900 rpm’da 5 dk santrifiij edildi. Sonrasinda {ist faz atild1.

7. Elde edilen pellete 10° hiicre/ml formiilii baz almarak 1ml PBS eklendi.

8. Cozdiigtimiiz hiicreler her falkon ayr1 ependorf olacak sekilde ependorflara
eklendi.

9. Hiicrelere ii¢ kez donma-¢dziilme yapilarak hasar verildi. Hiicreler +4°C'lik

sicaklikta 4000 rpm’de 10 dakika santriifiij edildi ve hiicre siipernatantlar1 toplandi.
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Deney Prosediiri

XTT yéntemiyle

Glutamat hiicre canliiginin
olcilmesi

> e - o S A -
C6 Glioma C6 Glioma ) o ‘
hiicre hatti hiicre hatti COX-1 ve COX-2 diizeylerinin

immiinohistokimyasal

ELISA le Tnf-alfa v yontemle gosterilmesi

IL-1B diizeylerinin
olgtimii

Sekil 11. Deney prosediirii

3.6.11a¢ Tedavisi

Tofacitinib (Abcam, USA) tarafindan saglanmistir. Stok c¢ozeltiler dimetil siilfoksit
(DMSO) iginde hazirlanarak -20 °C'de saklandi. Ilaglar her deneyden &nce taze

mediumda seyreltildi ve nihai DMSO konsantrasyonlari % 0,1’den daha azdu.

3.7.Hiicre Canlihg:
Tofacitinib’in hiicre canliligi iizerine etkisi XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro5-

sulfophenyl)-5-[(phenylamino)  carbonyl]-2H-tetrazolium  hydroxide)  (Roche
Diagnostic, MA, USA) testi kullanilarak belirlenmistir.

Yontem, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin bir tetrazolyum tuzu olan
XTT’yi turuncu formazan bilesenlerine doniistiirmeleri esasina dayanmaktadir.
Olusan boya suda ¢oziinebilir 6zelliktedir ve boya yogunlugu bir spektrofotometre
yardimiyla verilen dalga boylarinda okutulabilmektedir. Boya yogunlugu (turuncu
renk), metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir.

XTT testi asamalari su sekildedir;

1. Planlamalar 4 grup seklinde yapildi. Bunlar: Kontrol Grubu, Glutamat
Grubu, Tofacitinib Grubu ve Glutamat+Tofacitinib Grubu. Her bir grup ve
tofacitinib’in farkli dozlari i¢in 3 tekrarli sekilde kuyucuklara ekim yapildi.

2. Eksitotoksitite i¢in Hiicreler 96 kuyucuklu plakaya, 100-uL DMEM'de
kuyucuk basina 1x104 hiicre yogunlugunda ekildi.

3. Hiicreler 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonunda besi yeri uzaklastirildi.
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Ardindan kuyucuklar phosphate buffer solution (PBS) (Cytiva HyClone, ABD) ile
yikandi. PBS uzaklastirildi.

4. Tofacitinib DMSO i¢inde ¢oOzdiiriilerek seffaf DMEM ile farkli
konsantrasyonlarda ( 12,5; 25; 50; 100 nM) olacak sekilde Tofacitinib ve
Tofacitinib+Glutamat grubuna uygulandi. Kontrol Grubu ve Glutamat Grubuna
seffaf DMEM eklendi. Her kuyucuga 50 pL olacak sekilde uygulama yapild:.
Hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi.

5. Bir saat sonra Glutamat Grubu ile Glutamat + Tofacitinib Grubuna 10 mM
glutamat yogunlugu bulunan DMEM uygulandi. Kontrol Grubu ve Tofacitinib
Grubuna seffaf DMEM uygulandi. Her kuyucukta toplam 100 pL olacak sekilde
uygulama yapildi. Hiicreler 24 saat tekrar inkiibasyonda birakildi.

6. Inkiibasyon sonras1 yine besi yeri uzaklastirildt ve kuyucuklar PBS
(Phosphate buffered saline) ile yikandi ve PBS uzaklastirildi.

7.Her kuyucuga 100 pL seffat DMEM ve 50 pL XTT soliisyon karigimi
eklendi ve 4 saat 37°C'de inkiibe edildi.

8. Son olarak plakalarin absorbans degeri, 450 nm'de ELISA mikro plaka
okuyucu (Thermo Fisher Scientific, Altrincham, UK) kullanilarak saptandi.

9. Kontrol grubunun hiicre canlilik oran1 %100 olarak kabul edilip % Hiicre
canlilik = (Konsantrasyon O.D./Kontrol O.D.) X 100 formiiliinden yararlanarak
hesaplandi.

3.8. TNF-ave IL-1p Ol¢iimleri

Hiicrelere islem sonrasi tofacitinib’in proinflamatuvar sitokinler {izerine
etkilerini degerlendirmek i¢cin TNF-a, IL-1 B Her grup icin ticari kitler kullanildi.
ELISA ticari 6l¢iim kitleri kullanilmistir. Uygulanan prosediir iiretici firmanin

Olciim Basamaklart:

1-Kitin icerisinde yer alan standart soliisyon ¢ikarildi. Icerdigi madde miktarin
bildigimiz bu diliisyon soliisyonunu ependorflarin i¢ine her seferinde madde miktari
bir Oncekinin yarisi olacak sekilde 5 kez diliie edildi. Boylelikle standartlar
olusturuldu.

2-Kitin i¢inde bulunan 96’ lik plakanin igerisindeki ilk kuyucuk kor olarak

kullanilarak ikinci kuyucuktan itibaren hazirlanmis olan standart soliisyon 50 pl
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olacak  sekilde farkli  kuyucuklara konuldu. Bu kuyucuklara hiicre
stipernatantlarindan da 50 pl eklendi. Hiicre siipernatantlari ve standart soliisyonlarin
tizerine 10 pl antikor soliisyonu konuldu. Bundan sonra biitiin kuyucuklara 50 pl
streptavidin-HRP soliisyonu eklendi. Sonrasinda plate 60 dakika 37 °C’de
inkiibasyona birakildi.

3-Kitin iginde yer alan 30X olan yikama soliisyonu, distile su ile 1X olacak
sekilde diliie edilerek yikama islemi i¢in hazirlandi.

4- Inkiibasyondan sonra 1X yikama soliisyonuyla plaka 3 defa yikandu.

5-Yikama islemi bitiminde her kuyucuga 50 pL. kromojen soliisyon A ve 50
pL kromojen soliisyon B boyama soliisyonlar1 konuldu.

6- Plaka tekrardan 15 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildu.

7-Inkiibasyonun ardindan yikama yapilmadan kuyucuklara 50 uL stop
soliisyonu eklendi.

8- Mikro Plak ELISA okuyucusu (Thermo Fisher Scientific, Altrincham, UK)
yardimiyla plaka 450 nm dalga boyunda 2 kez okutuldu. Bu okumalarin ortalamalari
alinarak kaydedildi.

9- Standartlara karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak dogrusal bir
grafik ¢izildi.

Dogrusal grafigin denklemi ile 6rneklerin miktarlar1 belirlendi.

3.9. TAS ve TOS ol¢iimii

C6 rat glioma hiicrelerinde TOFA uygulanan ve uygulanmayan gruptaki TOS
ve TAS degerleri sirasiyla Total Oxidant Status Assay Kiti (Rel Assay Diagnostics,
Tiirkiye) ve Total Antioxidant Status Assay Kiti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) ile
belirlendi. C6 rat glioma hiicreleri, 24 saat boyunca 100 nM konsantrasyonda
TOFA’ya maruz birakildi ve iireticinin yonergeleri takip edildi. Sonuglar TOS i¢in
umol H202 Eq/g protein ve TAS igin ise umol Trolox Eq/g protein olarak verildi.

Reaktif 6rnekleri ve standartlarin hazirlanmasi prosediirleri su sekildedir;

1. Hazirlanan numunelere enzimle etiketlenmis antikorlar eklendi. Reaksiyona
girme siiresi 60 dakika boyunca 37°C’de inkubasyona birakildi.

2. Inkubasyondan alinan platelere kitin icinde yer alan 30X olan yikama

sollisyonu, distile su ile 1X olacak sekilde diliie edilerek yikama islemi igin
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hazirlanan diliie edilmis soliisyonla 3 defa yikandi.

3. Platelere kromojen soliisyonu A (50 puL) ve B (50 uL) eklendi. 10 dakika
37°C’de inkubasyona birakildi.

4. Inkubasyondan sonra yikama olmadan 50 pL durdurma soliisyonu eklendi.

5. Bos kuyucugu sifir olarak kabul edip ve 450 nm dalga boyu altinda optik
yogunluk 0l¢iildii; bu islem, durdurma soliisyonunun eklenmesinden sonra 15 dakika

icinde gergeklestirildi.

3.10. COX-1 ve COX-2 immiinohistokimyasal Boyamalar

Hiicreler -20° C’de 5 dakika siireyle metanol ile fikse edilerek PBS ile yikandi.
Daha sonra oda 1sisinda 0.1% Triton X-100 igeren PBS ile 15 dakika bekletildi.
Yikama isleminden sonra 2%’lik BSA iceren PBS ile 60 dakika oda 1sisinda
inkubasyona birakildi. Tekrar yikama isleminden sonra monoclonal COX-1
(Santacruz, Katalog no. sc-19998) ve polyclonal anti COX-2 (Abcam, Katalog no.
ab-15191) primer antikorlar1 ile 1/200 dilusyon oraninda +4°C’de bir gece
inkubasyona birakildi. PBS ile yikanan hiicreler kullanilan primer antikorlarla
uyumlu olacak sekilde goat anti-mouse FITC sekonder antikoru (Jackson
ImmunoResearch, Catalogno. 115-095-003) ve goat anti-rabbit FITC sekonder
antikoru (Jackson ImmunoResearch, Catalogno. 111-095-003ile 1/50 dilusyon
oraninda 1 saat slireyle oda 1sisinda karanlik ortamda inkubasyona birakildi. Son
olarak  yikanan hiicrelerin {izerine 4',6-diamidino-2-phenylindole  (DAPI)
damlatilarak floresans mikroskopta (ZeissAxio) incelendi. Incelemede hiicrelerdeki
floresans pozitifliklerinin yogunlugu semikantitatif olarak yok (-), hafif (1), orta (2)
ve siddetli (3) olarak degerlendirildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatiksel degerlendirilmesi SPSS 23.0 paket programiyla
yapildi. TAS, TOS, Tnf-a, IL-1p ve XTT verileri Shapiro-Wilk testiyle normal
dagilima uygunluk gostermesinden dolay1r gruplar arasi karsilastirmada varyans
analizi (One way ANOVA) kullanildi. Gruplar arasi1 farkliligin hangi gruptan
kaynaklandigin1 tespit edilmesi amaciyla Tukey testi (post-hoc test) uygulandi.
Gruplara ait veriler ortalama =+ standart hata (ort. = SH) olarak ifade edildi.

Istatistiksel anlamlilk diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi. COX-1 COX-2
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immunhistokimyasal boyamalar sonucu elde edilen veriler SPSS 20.00 programi ile
analiz edildi. Gruplar arasindaki farklilik nonparametrik testlerden olan Kruskal

Wallis ile farklilig1 olusturan grup ise Mann Whitney U testi ile belirlendi. (p <0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Tofacitinib’in Hiicre Canhihgina EtKisi

Tofacitinib’in etkin dozunun bulunabilmesi i¢in XTT ydntemi uygulandi.
Tofacitinib grubuna ve Tofacitinib+ Glutamat grubuna 12,5;25;50 ve 100 nM
miktarlarinda tofacitinib uygulandi. Hiicre canliligi ortalama degerleri glutamat
grubunda (10 mM) kontrole gore karsilagtirildiginda istatistik olarak anlamli oranda
azalma gosterdi (p < 0,05). Bununla birlikte, glutamat ile azalan hiicre canliliginda
tofacitinib (100 nM) verildiginde glutamat grubuna goére anlaml bir artis tespit edildi
(p < 0,05). XTT testi ile elde edilen degerler ELISA mikroplak okuyucudan
gecirilerek absorbans degerleri yiizde canlilik olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar
SPSS 23.0 ile degerlendirildi. Buna gore, XTT testinde tofacitinib igin etkin doz 100
nM olarak bulundu (Sekil 12-13).

1207 ..
7 . mm Kontrol
k=]
3 L i 3 Glutamat
% 80 = Tofacitinib+Glutamat
g 60- Em Tofacitinib
)§’ T
= 40-
S J
(&)
@ 20+
S J
I
o_.
Tofacitinib (n"M)| - | - |100| 50 | 25 |12.5]|100| 50 | 25 |12.5

Glutamat (10 mM)| - + + |+ +| + - - - .

Sekil 12.Tofacitinib’in XTT Canlilik Testinde Deney Gruplart Uzerine Etkisi
##(p<0,05), ###(p<0,01), ***(p<0,01)
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Sekil 13.Tofacitinib’in Glutamat Eksitotoksisitesi Olusturulan C6 Glioma
Hiicrelerinde Hiicre Canliligmma Etkisi. A;Kontrol Grubu, B; Glutamat Grubu,
C;Tofacitinib+Glutamat Grubu, D; Tofacitinib Grubu. Mikroskop Goriintiileri 20X
Biiyiitme fle Gosterilmistir.

4.2. Tofacitinib’in TNF-a ve IL-1p Diizeylerine Etkisi

ELISA test sonuglar eksitotoksisite olusturulmus glutamat grubundaki TNF-a
diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda arttigini
gostermistir (p < 0,05). Tofacitinib+glutamat verilen grupta ise TNF-ao diizeylerinde
glutamat grubuna gore anlamli bir azalma oldugu gézlemlenmistir (p < 0,05).

Elde edilen test verileri glutamat grubundaki IL-1p diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli oranda arttiim1 gostermistir (p < 0,05). Bununla birlikte,
tofacitinib (100nM) + glutamat grubunun IL-1B diizeyinde glutamat grubuna gore

anlamli bir azalma tespit edilmistir (p < 0,05 ).
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Sekil 14:Tofacitinib’in TNF-ave IL-1p diizeylerine etkisi. Veriler ortalama =+
standart sapma (ort£SS) ile ifade edilmistir. ***p < 0.05, kontrol grubuna gore ve
### p < 0.05, glutamat grubuna gore karsilastirildiginda.
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Gruplarin TNF-a ve IL-1B diizeylerine iliskin tanimlayic1 verileri tabloda

verilmigtir.

Tablo 4. Gruplarin TNF-A Ve IL-1B Diizeyi Verileri

TNF-a ve IL-1B
Gruplar Ortalama Standart Ortalama Standart
Deger Hata Deger Hata
(TNF-a) (TNF-a) (IL-1B) (IL-1pB)
Kontrol 36,49 0,2538 823,5 -601,6
Glutamat 61,88 0,9737 1425 42,84
Tofacitinib+Glutamat | 40,85 0,9737 1199 42,84
Tofacitinib 35,32 0,9737 812,8 42,84

4.3. Tofacitinib’in TAS ve TOS Diizeylerine EtKisi

C6 rat glioma hiicrelerinde tofacitinib uygulanan ve uygulanmayan gruplardaki
TAS degerleri Total Antioxidant Status Assay Kiti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye)
ile belirlendi. Tofacitinib grubu ve Tofacitinib+Glutamat grubuna ayr1 ayri tek doz
100 nM tofacitinib uygulandi. Elde edilen sonuglarda anlamlilik bulunamadi.
(p>0,005)

C6 rat glioma hiicrelerinde Tofacitinib uygulanan ve uygulanmayan
gruplardaki TOS degerleri Total Oxidant Status Assay Kiti (Rel Assay Diagnostics,
Tiirkiye) ile belirlendi. Tofacitinib ve tofacitinib + glutamat gruplarina ayri ayri tek
doz 100 nM tofacitinib uygulandi. Elde edilen sonuglarda kontrol grubuna kiyasla
glutamat grubunda total oksidan seviyelerinde anlamli artis bulunmustur. Tofacitinib
+ glutamat grubu ise glutamat grubuna kiyasla total oksidan seviyesinde istatiksel
olarak anlaml sekilde azalma goriilmiistiir (p<0,05). Ote yandan glutamatin TAS
diizeylerini kontrol grubuna gore azalttii, tofacitinib uygulanmasinin ise TAS

seviyelerini kontrol diizeylerine geri ¢evirdigi goriilmiistiir (p< 0,05).
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Sekil 15: Tofacitinib’in TAS Ve TOS Diizeylerine Etkisi. Veriler ortalama + standart
hata olarak ifade edilmistir. ***(p<0,05) kontrol grubuna gore glutamat seviyesinin
artisin1 ; ### (p<0,05) glutamat grubuna gore tofacitinib grubunun anlamli azaligim
gostermektedir.
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Gruplarin TAS ve TOS diizeylerine iliskin tanimlayici verileri tabloda verilmistir.

Tablo 5. Gruplarm TAS Ve TOS Diizeylerine iliskin Tanimlayict Verileri

TAS ve TOS

Gruplar Ortalama Standart Ortalama Standart
Deger Hata Deger Hata
(TAS) (TAS) (TOS) (TOS)

Kontrol 18,97 0,8416 5,770 0,3423

Glutamat 16,13 0,6629 9,193 0,2021

Tofacitinib+Glutamat | 19,04 0,6629 6.133 0,2021

Tofacitinib 18,79 0,6629 5,614 0,2021

4.4. Tofacitinib’in COX-1 ve COX-2 Immiinohistokimyasal Boyamalar Uzerine
Etkisi

COX-1 ve COX-2ile yapilan immunfloresans boyamalarda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farkli tespit edildi (Tablo 1, p<0.05).

Tablo 6. COX-1 Ve COX-2 ile Immunfloresans Boyamalardaki Istatistiksel

Farkliliklar. ("™ Gruplar Aras1 Farklilig1 Gostermektedir, P<0.05)

Gruplar COX-1 COX-2
Kontrol 1,00+0,00" 1,00+0,00"
Glutamat 3,00+0,40™ 2,83+0,40™
Tofacitinib+Glutamat 2,16+0,40™" 2,00+0,00™"
Tofacitinib 1,3340,51" 1,16+0,40"

COX-1 ve COX-2 yoniinden yapilan immunfloresans boyamalarda Kontrol ve
TOFA grubunda hafif diizeyde pozitifliklere rastlandi. Diger uygulama gruplarindan
Glutamat grubunda siddetli pozitiflikler tespit edilirken Glutamat ile birlikte TOFA
verilen grupta pozitifliklerin orta diizeye indigi tespit edildi (Sekil 13).
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Sekil 16. Kontrol grubunda hafif, Glutamat grubunda siddetli, TOFA+Glutamat
grubunda orta, TOFA grubunda hafif diizeyde floresans pozitiflikleri (—). IF.
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5. TARTISMA

Glutamat eksitotoksisitesinin neden oldugu patolojileri 6nlemek i¢in ¢ok fazla
calisma yapilmistir. Bu tez proje ¢alismamizda tofacitinib’in ¢6 glioma hiicrelerinde
glutamat eksitotoksititesine etkisine ve bu etkide inflamasyon ve oksidatif stres
yolaklar1 ELISA ve imminohistokimyasal boyama yontemleriyle arastirilmistir. Cok
sayida antiinflamatuar, antioksidan, antiproliferatif 0zelligi olan madde
eksitotoksisitenin ¢esitli mekanizmalarla Onlenmesi icin yapilan caligmalarda
kullanilmasina  ragmen literatirde = daha  6nce  tofacitinib’in  glutamat
eksitotoksisitesine olan etkisiyle ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamustir. Bu
nedenle ¢alismamiz bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir.

Yaptigimiz ¢alisma icin elde edilen verilerle glutamatin glial hiicrelere 10 mM
uygulanmasi hiicre canliligini 6nemli oranda azaltmistir. Bununla birlikte yaptigimiz
caligmanin baslangicinda tofacitinib’in toksik ve apoptotik etkilere neden olabilecek,
bir hiicre kiiltiirii ¢aligmasina gore yiiksek denilebilecek dozlarda uygulanmasinin
aksine antioksidatif ve proliferatif etkilerinin goriilmesi i¢in en uygun dozun
belirlenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in XTT Hiicre canlilik testini kullanarak
tofacitinib grubuna ve tofacitinib + glutamat grubuna 12,5, 25, 50 ve 100 nM
dozlarda tofacitinib uygulanarak etkin doz 100 nM olarak bulunmustur.
Tofacitinib’in 100 nM uygulanan dozu hiicre canlilifinda 6nemli artisa sebep
olmustur. Bunlara ek olarak TNF-q, IL-1p, TAS, TOS, Cox-1, Cox-2 dl¢iimlerinde
glutamat grubu kontrol grubuna gore yiiksek, tofacitinib + glutamat grubu ise
glutamat grubuna gore diisiik bulunmustur. C6 glioma hiicrelerinde olusturulan
glutamat eksitotoksitesinde hem inflamatuar oldugu ve hem de oksidatif stresi
azaltt1ig1 ayn1 zamanda hiicrelerde apoptozu baskiladigr goriilmiistiir.

Tofacitinib bugiine kadar onaylanmis benzersiz bir JAK inhibitoriidiir.
Proinflamatuar mediatorlerin salgisini azaltirken JAK1 yoluyla proliferasyonu ve
aktivasyonu da baskilar. Tofacitinib diisiik dozlarda bagisiklik sistemini modiile eder.
JAKI ve JAK3 yoluyla ise yiiksek dozlarda etkiler. JAK2 aracilifiyla eritropoietinin
baskilanmasiyla hematopoez sinyalizyonunu saglar. Bunlarla birlikte glutamat
eksitoksititesi izerinde inflamasyon ve oksidatif stres iizerine etkileri ¢alisilmamistir.

Janus kinaz/sinyal transdiiksiyonu ve transkripsiyon aktivatorii (JAK-STAT)
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sinyal yolu, romatoid artrit, sedef hastaligi ve inflamatuar barsak hastaligi dahil
inflamatuar ve otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Otoimmiin ve
inflamatuar hastaliklarin patogenezinde yer alan bir¢ok sitokin, hiicre i¢i sinyalleri
iletmek i¢in JAK'lar1 ve STAT'lar1 kullanir. JAK ve STAT genlerindeki mutasyonlar
cok sayida immiin yetmezlik sendromuna neden olur ve bu genlerdeki
polimorfizmler otoimmiin  hastaliklarla iliskilidir. Kiigiik molekillii JAK
inhibitorlerinin (Jakinibler) romatolojik hastaliklarin tedavisindeki basarisi, hiicre i¢i
sinyal yollarinin  otoimmiiniteyi tedavi etmek icin terapotik  olarak
hedeflenebilecegini gdstermektedir. ilk romatolojik Jakinib olan Tofacitinib,
romatoid artrit i¢cin ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir ve su
anda diger otoimmdiin hastaliklar i¢in arastirilmaktadir. Diger bir¢ok Jakinib, klinik
oncesi gelistirme asamasindadir  veya klinik denemelerin cesitli
asamalarindadir (Banerjee et al., 2017).

Yapilan bir calismada Janus Kinaz (JAK) inhibitdrii olan tofacitinib’in
omurilik yaralanmasi sonrasi fonsiyonel iyilesmeye yardimci oldugu goriilmiistiir.
Tofacitinib tedavisinin in vivo terapotik etkilerini degerlendirmek igin sicanda
omurilik yaralanmasi modeli olusturulmustur. Omurilik yaralanmasindan sonra farkl
zaman noktalarinda histolojik ve davranissal analizler yapilmis ve In vitro,
tofacitinib’in primer mikroglia ve BV2 hiicrelerinin proinflamatuar aktivasyonu
tizerindeki etkileri western blot analizi, floresan boyama, qPCR ve akis sitometrisi ile
analiz edilmistir. Tofacitinib’in norolojik korumasi, birincil ndronlar ve mikroglia
igeren bir ortak kiiltlir sistemi kullanilarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak TOFA
sicanlarda omurilik yaralanmasinin neden oldugu motor fonksiyon bozukluklarim
etkili bir sekilde iyilestirebilir ve inflamasyonun erken evresinde TOFA uygulamast,
noronal apoptozu ve skar dokusu olusumunu etkili bir sekilde engelleyebildigi ve
aksonlarin ve sinir liflerinin onarimini destekleyebildigi bulunmustur. Daha ileri
calismalarda, TOFA’nin, mikroglia’nin in vivo ve in vitro proinflamatuar fenotipe
aktivasyonunu inhibe ederek omurilik hasarinin neden oldugu inflamasyonu
baskiladigimi gostermistir. Ek olarak, sonuglarda TOFA’nm in vitro inflamasyon
sirasinda tstiin noronal koruma sergiledigi ilging bir olgu ortaya ¢ikmistir (Ma et al.,
2023).

Tofacitinib, organ allogreft reddinin Onlenmesi ve inflamatuar otoimmiin
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hastaliklarin tedavisi i¢in bir immiinosupresif ajan olarak gelistirilmistir (Vaddi
&Luchi, 2012). Tedavi edilemeyen otoimmiin ensefalit vakalarini tedavi etmek igin
kan-beyin bariyerini (KBB) gecen yeni immiinoterapiye olan ihtiyag
artiyor. Tofacitinib, KBB'ye etkili bir sekilde niifuz eden direngli bagisiklik aracili
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilan bir Janus kinaz (JAK) inhibitoriidiir. Bu
calismada tofacitinib’in, direngli otoimmiin ensefalitli hastalar i¢in yeni bir segenek
olabilecegi ortaya ¢ikarilmistir. Tofacitinib ile tedavi edilen hastalar, Nisan 2019'dan
Temmuz 2020'ye kadar otoimmiin ensefalit icin Seul Ulusal Universite Hastanesi
kohortundan secilmis. Multimodal geleneksel immiinoterapilere yetersiz yanit veren
otoimmiin ensefalitli hastalarda tofacitinib’in etkinligini retrospektif olarak analiz
edilmis. Tofacitinib giinde iki kez 5 mg dozunda oral olarak uygulanmis. Toplam
sekiz hasta tofacitinib ile tedavi edilmis; ikisi iyi yanitlar vermis (klinik genel
izlenim iyilestirme puani [CGI-I] = 1 veya 2), li¢ii kismi yanitlar verdi (CGI-I = 3) ve
{icii, yanit olarak anlaml bir iyilesme gostermedi (CGI-1 = 4). lyi yanit veren iki kisi,
kronik otoimmiin meningoensefalitte iyilesme oldugunu ve daha 6nce anesteziklere
ve diger immiinoterapilere direngli olan anti-miyelin oligodendrosit glikoprotein
(MOG) ile iligkili bozuklukta yeni baslayan direngli status epileptikusun
durduruldugunu gostermis. Hicbir hastada ciddi yan etki goriilmemis. Bulgular,
tofacitinib’in merkezi sinir sistemi otoimmiin hastaliklar1 i¢in terapdtik bir secenek
olarak potansiyelini ortaya koymaktadir (Jang et al., 2021).

Bir diger calismada ise tofacitinib’in oksidatif stres ve inflamatuar etkilerini
goriiyoruz. Septik akut bdbrek hasar1 (AKI), yogun bakim iinitesinde (YBU) en sik
goriilen AKIsendromudur ve AKI vakalarinin yaklasik yarisini olusturur. Tofacitinib
(TOFA), romatoid artritte giiclii anti-inflamatuar aktivite sergileyen bir pan-Janus
kinaz (JAK) inhibitoriidiir. Bu ¢alismada TOFA'nin septik AKI iizerindeki koruyucu
etkilerini ve altta yatan mekanizmalar1 arastirtlmis. Lipopolisakkarit (LPS)'in (10
mg/kg) intraperitoneal enjeksiyonu yoluyla C57BL/6 farelerinde lipopolisakkarit
(LPS) ile indiiklenen bir AKI modeli olusturulmus. LPS tehdidinden bir saat sonra
farelere, 24. saatte kurban edilene kadar her 6 saatte bir oral olarak TOFA (5, 10
veya 15 mg/kg) uygulanmis. TOFA'nin LPS kaynakli renal histopatolojik
degisiklikleri ve fonksiyon bozuklugunu oOnemli Olgiide iyilestirdigini

bulunmus. TOFA ayrica bobrek dokularinda proinflamatuar sitokinlerin (TNF- a,
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IL-1B, IL-6 ve IFN-y) ekspresyon seviyelerini ve oksidatif stres parametrelerini
(MDA, GSH, SOD ve CAT) baskilamis. Bu sonuglar, TOFA'nin, LPS tehdidiyle
onemli Olc¢lide aktive edilen JAK-STAT1/STATS3 yolu iizerindeki inhibitor etkisi ile
iliskili olabilecegini gostermistir (Yun et al., 2021).

Tofacitinib disinda diger JAK inhibitorii ilaglarinin da farkli hastaliklar tizerine
inflamatuar olarak koruyucu oldugu ¢esitli caligmalarla ortaya konulmustur.

Bir calismada JAK2 inhibisyonunun iskemik fel¢ iizerinde noroprotektif
etkisinin olup olmadigmni arastirilmistir. Inflamatuar yanitlar serebral iskemik inme
(IS) patogenezinde ¢ok fazli bir rol oynar. Segici bir oral JAK 1/2 inhibitérii olan
Ruxolitinib  (Rux), JAK2/STAT3 yoluyla inflamatuar yanitlart azaltir. Anti-
inflamatuar ve immiinosiipresif etkilerine dayanarak felce kars1 koruyucu bir etkiye
sahip olabilecegini varsayilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda MCAO farelerinde Rux
tarafindan JAK2 inhibisyonu, STAT3 fosforilasyonunu azaltmis, bodylece asagi
yondeki proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu ve NLRP3 inflamatuar
ekspresyonunun asagi regiilasyonuna yol agmistir (Zhu et al., 2021).

Bir diger ¢alismada ise JAK inhibitorii olan Ruksolitinib’in (RUXO) ferroptoz
inhibitorl Ferrostatin-1'in (Fer-1) pozitif kontrol olarak kullanildig1 travmatik beyin
hasar1 (TBI) kaynakli ferroptoz iizerindeki etkisini incelenmis. Ik olarak TBI'dan
sonra farkli zaman noktalarinda ferroptoz ile iligkili belirteglerin protein diizeyinde
ekspresyon modellerini incelenmis. Bu belirteglerin ifade degisikliklerine dayanarak
Ruxomun ferroptoz iizerindeki etkisini kanitlamak i¢in TBI'dan 12 saat sonrayi
secilmis. Fer-1 tedavisinden sonra elde edilen sonuglarla paralel olarak, Ruxo'nun
ferroptoz tizerinde yogun onleyici etkisini bulunmus. Ek olarak, bu iki tedavi hem
beyin suyu igerigini hem de TBI'nin akut fazindaki ndérodejenerasyonun derecesini
hafifletmis. Son olarak, sirasiyla tel kavrama testi, Morris su labirenti ve acik alan
testi yoluyla Ruxo veya Fer-1'in noroprotektif etkisini daha da dogrulanmis. Daha
sonra lezyon hacmi ve demir birikimi de TBI'nin uzun vadeli sonuglar1 iizerindeki
etkilerini belgelemek i¢in Ol¢iilmiis. Sonuglar sonugcta ferroptozun inhibe edilmesinin
noroproteksiyon sagladigint ve bunun Ruxomun TBI {izerindeki baska bir
noroprotektif mekanizmasi oldugunu gostermektedir (Chen et al., 2021).

Bir baska ¢alismada ise bir diger JAK inhibit6rii olan Baricitinib’in romatoid artritli

bir fare modelinde kan-beyin bariyerinin zayif oldugu bir bolgede mikroglia ve
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STATS3 {izerindeki inhibitor etkisi arastirilmistir. RA'll hastalarda barisitinib sadece
artrit semptomlarinin  siddetini iyilestirmekle kalmaz, ayni zamanda hastalarin
depresyon ve yorgunluk gibi noropsikolojik semptomlarini da iyilestirir. Ancak
barisitinib’in  sinirsel aktiviteyi etkileyebildigi hiicresel mekanizmalar heniiz
kesfedilmemistir. Bu ilacin kan-beyin bariyeri (BBB) gecirgenligi belirsizligini
korurken, Janus kinaz inhibitorleri (JAKi), zayif bir BBB fonksiyonuna sahip
benzersiz bir beyin bolgesi olan postrema bolgesine ulagabilir. Bu c¢alismada
postrema bolgesinde deneysel artrit sirasinda mikroglial aktivasyonu goriilmiis. Bu
nedenle, CIA fare modelini kullanarak baricitinib'in postrema bolgesindeki mikroglia
tizerindeki etkisini degerlendirmeye calisilmig. Sonu¢ olarak barisitinib’in zayif
BBB'ye sahip beyin bdlgesindeki beyin hiicrelerini, 6zellikle de mikroglia'y1
etkileyebildigini ve otoimmiin artrit sirasindaki anormal davranislar
hafifletebildigini goriilmiistiir; bu da JAKi'nin RA'y1 destekleyen beyin patolojileri
tizerindeki potansiyel terapotik etkisine isaret etmektedir (Matsushita et al., 2023).

Tofacitinib’in glutamat eksitotoksititesi tizerine etkilerini gOsteren yeterli
calisma yoktur. Bizim yaptigimiz ¢aligmayla kiyaslayacak kadar in vitro ¢alisma
bulunamamuistir. Yakin ¢alismalar gz oniine alindiginda ilacimizin anti-inflamatuar
etkileri ve antioksidan etkileri glutamat eksitotoksisitesine karsi koruyuculugu
saptanmigtir. Tofacitinib’in otoimmiin hastaliklar, iskemik ve travmatik beyin
hasarlarinda protektif etkileri mevcuttur.

Bizim calismamizda elde edilen veriler 1s18inda ilacimizin yeterli dozlarda
canlilarda glutamat eksitotoksisitesi tizerine etkilerinin aydinlatilmasi i¢in daha fazla

sayida in vitro ve vivo calismaya ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUC

C6 glioma hiicrelerinde olusturulan glutamat eksitotoksisitesinde tofacitibin etkilerini

arastirdigimiz bu ¢alismamizda asagidaki sonuglar bulunmustur;

Fazla miktarda glutamat hiicrede eksitotoksititeye ve sonrasinda hiicre
6liimiine sebep olmaktadir.

Hiicre canliligin1 gbsteren XTT sonuglarina gore glutamat ile azalan hiicre
canliliginda tofacitinib’in 100 nM dozunda uygulanmasi ile hiicre canlilig
anlamli diizeyde artmustir.

ELISA test sonuglar1 proinflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-1B protein
diizeylerinin glutamat ile 6nemli oranda yiikseldigini buna karsin tofacitinib
uygulanmasi ile bu protein diizeylerinde anlamli bir azalma oldugunu ortaya
¢ikarmistir.

Tofacitinib’in total oksidatif stresi azaltarak ve total antioksidatif stresi
artirarak oksidatif stres mekanizmalar tizerinden glutamat eksitotoksisitesini
onledigi gorilmiistiir.

Hiicrede inflamasyon ~ olusumunu  gosteren ~ COX-1 COX-2
immiinohistokimyasal boyama sonuglarina gore tofacitinib’in glutamat
grubunda inflamasyona bagli olarak yogun goriilen boyamalari azalttig1 orta

seviyeye c¢ektigi gorilmiistiir.

Sonug olarak tofacitinib’in 100 nM dozunda C6 hiicrelerinde olusturulan glutamat

eksitotoksisitesine kars1 protektif etkiye sahip oldugu ortaya konmustur.

Tofacitinib’in bu etkiyi inflamatuar ve oksidatif yolaklar {izerinden gerceklestirdigi

gosterilmistir.

42



7 KAYNAKCA

AMPA reseptorii - Vikipedi. (n.d.). Retrieved December 9, 2023, from

Arriza, J. L., Eliasof, S., Kavanaugh, M. P., & Amara, S. G. (1997). Excitatory
amino acid transporter 5, a retinal glutamate transporter coupled to a chloride
conductance. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 94(8), 4155-4160.

Bak, L., ... A. S.-J. of, & 2006, undefined. (2006). The glutamate/GABA-glutamine
cycle: aspects of transport, neurotransmitter homeostasis and ammonia transfer.
Wiley Online LibraryLK Bak, A Schousboe, HS WaagepetersenJournal of
Neurochemistry, 2006*Wiley Online Library, 98(3), 641-653.

Banerjee, S., Biehl, A., Gadina, M., Hasni, S., & Schwartz, D. M. (2017). JAK-
STAT Signaling as a Target for Inflammatory and Autoimmune Diseases:
Current and Future Prospects. Drugs, 77(5), 521-546.

Bates, B., Xie, Y., Taylor, N., Johnson, J., Wu, L., ... S. K.-M. brain, & 2002,
undefined. (n.d.). Characterization of mGIuR5R, a novel, metabotropic

glutamate receptor 5-related gene. Elsevier. Retrieved December 9, 2023, from

Behrmann, I., Smyczek, T., ... P. H.-J. of B., & 2004, undefined. (n.d.). Janus
Kinase (Jak) Subcellular Localization Revisited: The exclusive membrane
localization of endogenous janus kinase 1 by cytokine receptor interaction.
ASBMB. Retrieved December 10, 2023, from

Berezowski, V., Hartung, T., Boveri, M., Price, A., Slupek, S., Lenfant, A.-M.,
Benaud, C., Cecchelli, R., Prieto, P., & Dehouck, M.-P. (2005). Induction of
blood-brain barrier properties in cultured brain capillary endothelial cells:
Comparison between primary glial cells and C6 cell line. Wiley Online
LibraryM Boveri, V Berezowski, A Price, S Slupek, AM Lenfant, C Benaud, T
Hartung, R CecchelliGlia, 2005*Wiley Online Library, 51(3), 187-198.

Bordey, A., neurophysiology, H. S.-J. of, & 1998, undefined. (1998).
Electrophysiological properties of human astrocytic tumor cells in situ: enigma
of spiking glial cells. Journals.Physiology.OrgA Bordey, H SontheimerJournal

43



of Neurophysiology, 1998journals.Physiology.Org.

Bordi, F., neurobiology, A. U.-P. in, & 1999, undefined. (n.d.). Group I
metabotropic glutamate receptors: implications for brain diseases. Elsevier.
Retrieved December 17, 2023, from

Bottenstein, J. (2012). Cell culture in the neurosciences.

Brosnan, J. T., & Brosnan, M. E. (2013). Glutamate: A truly functional amino acid.
Amino Acids, 45(3), 413-418.

Chen, X., Gao, C., Yan, Y., Cheng, Z., Chen, G., Rui, T., Luo, C., Gao, Y., Wang,
T., Chen, X.,, & Tao, L. (2021). Ruxolitinib exerts neuroprotection via
repressing ferroptosis in a mouse model of traumatic brain injury.

Experimental Neurology, 342.

Conn, P., and, J. P.-A. review of pharmacology, & 1997, undefined. (1997).
Pharmacology and functions of metabotropic glutamate receptors.
Annualreviews.OrgPJ Conn, JP PinAnnual Review of Pharmacology and
Toxicology, 1997+annualreviews.Org, 37, 205-237.

Daikhin, Y., & Yudkoff, M. 2000 - Google Akademik. (n.d.). Retrieved November 19,
2023, from

Education, R. N.-J. of P. T., & 1993, undefined. (n.d.). Principles of Neural Science,
ed 3. Kandel ER, Schwartz JH, Jessell TM. Elsevier, New York, 1991, cloth,
1135 pp, illus, $69. Journals.Lww.Com. Retrieved November 25, 2023, from

Flanagan, M. E., Blumenkopf, T. A., Brissette, W. H., Brown, M. F., Casavant, J.
M., Shang-Poa, C., Doty, J. L., Elliott, E. A., Fisher, M. B., Hines, M., Kent,
C., Kudlacz, E. M., Lillie, B. M., Magnuson, K. S., McCurdy, S. P., Munchhof,
M. J., Perry, B. D., Sawyer, P. S., Strelevitz, T. J., ... Changelian, P. S. (2010).
Discovery of CP-690,550: A potent and selective janus kinase (JAK) inhibitor
for the treatment of autoimmune diseases and organ transplant rejection.
Journal of Medicinal Chemistry, 53(24), 8468-8484.

Fleury, C., Mignotte, B., Biochimie, J. V.-, & 2002, undefined. (n.d.). Mitochondrial
reactive oxygen species in cell death signaling. Elsevier. Retrieved December
9, 2023, from

44



Ganel, R., & Rothstein, J. D. (1999). Glutamate Transporter Dysfunction and
Neuronal Death. 471-493.

Ghoreschi, K., Jesson, M., Li, X., ... J. L.-T. J. of, & 2011, undefined. (n.d.).
Modulation of innate and adaptive immune responses by tofacitinib (CP-
690,550). Journals.Aai.Org. Retrieved December 14, 2023, from

Gieryng, A., Pszczolkowska, D., Bocian, K., reports, M. D.-S., & 2017, undefined.
(n.d.). Immune microenvironment of experimental rat C6 gliomas resembles
human glioblastomas. Nature.ComA Gieryng, D Pszczolkowska, K Bocian, M
Dabrowski, WD Rajan, M Kloss, J MieczkowskiScientific Reports,
2017+nature.Com. Retrieved December 2, 2023, from

Glioblastoma Hiicrelerinde, Y. (2021). GLT-1 (glutamat transporter-/) yikim

volagimin glioblastoma hiicrelerinde incelenmesi.

Glutamat Nérotoksisitesi Olusturulan Sicanlarda... - Google Akademik. (n.d.).
Retrieved December 9, 2023, from
oksisitesi+Olusturulan++Sicanlarda+Metforminin+Olasi+Noroprotektif++Etki

sinde+Glukojen+Sentaz+Kinaz-3-Betanint+Rolii&btnG=

Goya, L., Feng, P., Aliabadi, S., of, P. T.-1. journal, & 1996, undefined. (n.d.). Effect
of growth factors on the in vitro growth and differentiation of early and late
passage C6 glioma cells. Elsevier. Retrieved December 2, 2023, from

Gras, C., Herzog, E., Bellenchi, G. C., Ronique Bernard, V., Ravassard, P., Pohl, M.,
Gasnier, B., Giros, B., & Mestikawy, S. El. (2002). A third vesicular glutamate
transporter expressed by cholinergic and serotoninergic neurons. Soc
NeuroscienceC Gras, E Herzog, GC Bellenchi, V Bernard, P Ravassard, M

Pohl, B Gasnier, B GirosJournal of Neuroscience, 2002+Soc Neuroscience.

Ha, J., letters, S. P.-N., & 2006, undefined. (n.d.). Glutamate-induced oxidative
stress, but not cell death, is largely dependent upon extracellular calcium in
mouse neuronal HT22 cells. Elsevier. Retrieved December 9, 2023, from

Hammond, J. C., Shan, D., Meador-Woodruff, J. H., & McCullumsmith, R. E.
(2014). Evidence of glutamatergic dysfunction in the pathophysiology of

schizophrenia. Synaptic Stress and Pathogenesis of Neuropsychiatric

45



Disorders, 265-294.

Hazell, A. S., Rama Rao, K. V., Danbolt, N. C., Pow, D. V., & Butterworth, R. F.
(2001). Selective down-regulation of the astrocyte glutamate transporters GLT-
1 and GLAST within the medial thalamus in experimental Wernicke’s

encephalopathy. Journal of Neurochemistry, 78(3), 560-568.

Heath, P. R., & Shaw, P. J. (2002). Update on the glutamatergic neurotransmitter
system and the role of excitotoxicity in amyotrophic lateral sclerosis. Muscle
and Nerve, 26(4), 438-458.

Hu, X, li, J., Fu, M., Zhao, X., & Wang, W. (2021). The JAK/STAT signaling
pathway: from bench to clinic. Signal Transduction and Targeted Therapy,
6(1).

Hynd, M., Scott, H., international, P. D.-N., & 2004, undefined. (n.d.). Glutamate-

mediated excitotoxicity and neurodegeneration in Alzheimer’s disease.

Elsevier. Retrieved November 27, 2023, from

Impact of tofacitinib treatment on human B-cells in vitro and in vivo. (n.d.). Elsevier.

Retrieved January 1, 2024, from

Jang, Y., Lee, W. J., Lee, H. S., Chu, K., Lee, S. K., & Lee, S. T. (2021). Tofacitinib
treatment for refractory autoimmune encephalitis. Epilepsia, 62(4), e53—e59.

Kato, S., Higashida, H., Higuchi, Y., research, S. H.-B., & 1984, undefined. (n.d.).
Sensitive and insensitive states of cultured glioma cells to glutamate damage.

Elsevier. Retrieved December 2, 2023, from

Kayaalp OS, Uzbay T. (2009). Santral sinir sistemi... - Google Akademik. (n.d.).
Retrieved December 9, 2023, from

Kostandy, B. B. (2012). The role of glutamate in neuronal ischemic injury: The role

of spark in fire. Neurological Sciences, 33(2), 223-237.

Labranche, T. P., Jesson, M. 1., Radi, Z. A., Storer, C. E., Guzova, J. A., Bonar, S. L.,
Thompson, J. M., Happa, F. A., Stewart, Z. S., Zhan, Y., Bollinger, C. S,
Bansal, P. N., Wellen, J. W., Wilkie, D. P., Bailey, S. A., Symanowicz, P. T.,
Hegen, M., Head, R. D., Kishore, N., ... Meyer, D. M. (2012). JAK inhibition

46



with tofacitinib suppresses arthritic joint structural damage through decreased
RANKL production. Arthritis and Rheumatism, 64(11), 3531-3542.

Lai, L., Protesescu, L., ... M. K.-P. C., & 2014, undefined. (n.d.). Sensitized solar
cells with colloidal PbS-CdS core-shell quantum dots. Pubs.Rsc.Org.
Retrieved November 27, 2023, from

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

Liu, Y., Wang, S., Kan, J., Zhang, J., Zhou, L., Huang, Y., & Zhang, Y. (2019).
Chinese Herbal Medicine Interventions in Neurological Disorder Therapeutics
by Regulating Glutamate Signaling. Current Neuropharmacology, 18(4), 260—
276.

Ma, H., Wang, C., Han, L., Kong, F., Liu, Z., Zhang, B., Chu, W., Wang, H., Wang,
L., Li, Q., Peng, W., Yang, H., Han, C., & Lu, X. (2023). Tofacitinib Promotes
Functional Recovery after Spinal Cord Injury by Regulating Microglial
Polarization via JAK/STAT Signaling Pathway. International Journal of
Biological Sciences, 19(15), 4865-4882.

Maeshima, K., Yamaoka, K., Kubo, S., Nakano, K., Iwata, S., Saito, K., Ohishi, M.,
Miyahara, H., Tanaka, S., Ishii, K., Yoshimatsu, H., & Tanaka, Y. (2012). The
JAK inhibitor tofacitinib regulates synovitis through inhibition of interferon-y
and interleukin-17 production by human CD4+ T cells. Arthritis and
Rheumatism, 64(6), 1790-1798.

Magro, F., & Estevinho, M. M. (2020). Is tofacitinib a game-changing drug for

ulcerative colitis? United European Gastroenterology Journal, 8(7), 755-763.

Manev, H., Favaron, M., Guidotti, A., pharmacology, E. C.-M., & 1989, undefined.
(n.d.). Delayed increase of Ca2+ influx elicited by glutamate: role in neuronal
death. ASPETH Manev, M Favaron, A Guidotti, E CostaMolecular
Pharmacology, 1989°ASPET. Retrieved December 9, 2023, from

Maragakis, N., neurology, J. R.-A. of, & 2001, undefined. (n.d.). Glutamate

transporters in neurologic disease. Jamanetwork.Com. Retrieved November 27,

47



2023, f

Matsushita, T., Otani, K., Yoshiga, M., Hirano, M., Noda, K., & Kurosaka, D.
(2023). Inhibitory effect of baricitinib on microglia and STAT3 in a region
with a weak blood-brain barrier in a mouse model of rheumatoid arthritis.
Rheumatology (Oxford, England), 62(8), 2908-2917.

MicroRNA expression in rat brain exposed to repeated inescapable shock:
differential alterations in learned helplessness vs. non-learned helplessness.

(n.d.). Academic.Oup.Com. Retrieved December 9, 2023, from

Milici, A. J., Kudlacz, E. M., Audoly, L., Zwillich, S., & Changelian, P. (2008).
Cartilage preservation by inhibition of Janus kinase 3 in two rodent models of

rheumatoid arthritis. Arthritis Research and Therapy, 10(1).

Muroyama, A., Uehara, S., Yatsushiro, S., Echigo, N., Morimoto, R., Morita, M.,
Hayashi, M., Yamamoto, A., Koh, D.-S., & Moriyama, Y. (2004). A novel
variant of ionotropic glutamate receptor regulates somatostatin secretion from
d-cells of islets of Langerhans. Am Diabetes Assoc, S Uehara, S Yatsushiro, N
Echigo, R Morimoto, M Morita, M Hayashi, A Yamamoto, DS Koh...Diabetes,
2004+*Am Diabetes Assoc, 53, 1743-1753.

Naito, S., Chemistry, T. U.-J. of B., & 1983, undefined. (n.d.). Adenosine
triphosphate-dependent uptake of glutamate into protein l-associated synaptic

vesicles. Elsevier. Retrieved December 9, 2023, from

NMDA reseptorii - NMDA reseptorii - Vikipedi. (n.d.). Retrieved December 9, 2023,

from

nutrition, B. M.-T. J. of, & 2000, undefined. (n.d.). Glutamate as a neurotransmitter
in the brain: review of physiology and pathology. Academic.Oup.ComBS
MeldrumThe Journal of Nutrition, 2000%academic.Oup.Com. Retrieved
November 19, 2023, from

O’Shea, J., Gadina, M., Cell, R. S.-, & 2002, undefined. (n.d.). Cytokine signaling in
2002: new surprises in the Jak/Stat pathway. Cell. ComJJ O’Shea, M Gadina,
RD SchreiberCell, 2002+cell. Com. Retrieved December 10, 2023, from

O’Shea, J. J., Holland, S. M., & Staudt, L. M. (2013). JAKs and STATs in Immunity,

48



Immunodeficiency, and Cancer. New England Journal of Medicine, 368(2),
161-170.

Okuyama, H. (1992). Minimum Requirements of n-3 and n-6 Essential Fatty Acids
for the Function of the Central Nervous System and for the Prevention of
Chronic Disease. Proceedings of the Society for Experimental Biology and
Medicine, 200(2), 174-176.

Osen, K. K., Storm-Mathisen, J., Ottersen, O. P., & Dihle, B. (1995). Glutamate is
concentrated in and released from parallel fiber terminals in the dorsal cochlear
nucleus: A quantitative immunocytochemical analysis in guinea pig. Journal of
Comparative Neurology, 357(3), 482-500.

Ottersen, O., Zhang, N., Neuroscience, F. W.-, & 1992, undefined. (n.d.). Metabolic
compartmentation of glutamate and glutamine: morphological evidence
obtained by quantitative immunocytochemistry in rat cerebellum. Elsevier.
Retrieved December 2, 2023, from

Ozdemir, O., yaklagimlar, P. O.-P. giincel, & 2016, undefined. (2016). Glutamat
sistemi ve sizofreni. Dergipark.Org.TrO Ozdemir, PG OzdemirPsikiyatride
Giincel Yaklasimlar, 2016+dergipark.Org.Tr, 8(4), 394-405.

Palmroth, M., Kuuliala, K., Peltomaa, R., Virtanen, A., Kuuliala, A., Kurttila, A.,
Kinnunen, A., Leirisalo-Repo, M., Silvennoinen, O., & Isoméki, P. (2021).
Tofacitinib Suppresses Several JAK-STAT Pathways in Rheumatoid Arthritis
In Vivo and Baseline Signaling Profile Associates With Treatment Response.

Frontiers in Immunology, 12.

Piers, T. M., Kim, D. H., Kim, B. C., Regan, P., Whitcomb, D. J., & Cho, K. (2012).
Translational concepts of mglur5 in synaptic diseases of the brain. Frontiers in

Pharmacology, 3 NOV.

Pin, J., Neuropharmacology, R. D.-, & 1995, undefined. (n.d.). The metabotropic
glutamate receptors: structure and functions. Elsevier. Retrieved December 9,
2023, from

Pitt, D., Werner, P., medicine, C. R.-N., & 2000, undefined. (2000). Glutamate

excitotoxicity in a model of multiple sclerosis. Nature.Com, 6(1).

49



Principles of neural science. (2000).

proteins, V. U.-l. disordered, & 2013, undefined. (2013). The alphabet of intrinsic
disorder: 1. Various roles of glutamic acid in ordered and intrinsically
disordered proteins. Taylor & Francis, 1(1), e24684.

Rahimli, T., Hanalioglu, S., Kosucu, H., & Isikay, A. (2013). Intrahipokampal kainik
asit enjekiyonu ile olusturulan temporal lob epilepsi modelinde grup [
metabotropik glutamat reseptorlerinin ekspresyonu ve. e-
a5e3d0ffb791/intrahipokampal-kainik-asit-enjekiyonu-ile-olusturulan-
temporal-lob-epilepsi-modelinde-grup-i-metabotropik-glutamat-
reseptorlerinin-ekspresyonu-ve-levetirasetamin-eskpresyona-etkisi

Reiner, A., Neuron, J. L.-, & 2018, undefined. (2018). Glutamatergic signaling in
the central nervous system: ionotropic and metabotropic receptors in concert.
Cell.ComA Reiner, J LevitzNeuron, 2018+cell. Com.

Rose, C. R., Ziemens, D., Untiet, V., & Fahlke, C. (2018). Molecular and cellular
physiology of sodium-dependent glutamate transporters. Brain Research
Bulletin, 136, 3-16.

Rosengren, A., Braun, M., Mahdi, T., Diabetes, S. A.-, & 2012, undefined. (n.d.).
Reduced insulin exocytosis in human pancreatic B-cells with gene variants
linked to type 2 diabetes. Am Diabetes Assoc. Retrieved December 14, 2023,

from

Rothstein, J., Martin, L., Levey, A., Neuron, M. D.-H.-, & 1994, undefined. (n.d.).
Localization of neuronal and glial glutamate transporters. Cell.ComJD
Rothstein, L Martin, Al Levey, M Dykes-Hoberg, L Jin, D Wu, N Nash, RW
KunclNeuron, 1994+cell. Com. Retrieved December 9, 2023, from

Ruel, J., Emery, S., Nouvian, R., Bersot, T., Amilhon, B., Van Rybroek, J. M.,
Rebillard, G., Lenoir, M., Eybalin, M., Delprat, B., Sivakumaran, T. A., Giros,
B., Mestikawy, S. El, Moser, T., Smith, R. J. H., Lesperance, M. M., & Puel,
J.-L. (n.d.). Impairment of SLC17A8 encoding vesicular glutamate transporter-
3, VGLUTS, underlies nonsyndromic deafness DFNA25 and inner hair cell

dysfunction in null. Cell.Com.

50



Sapolsky ve Teaching Company. 1996 - Google Akademik. (n.d.). Retrieved
December 2, 2023, from

Sentiirk, N. (2022). Tofacitinib. Turkderm Turkish Archives of Dermatology and
Venereology, 56, 67-69.

Shupliakov, O., Ornung, G., Brodin, L., Ulfhake, B., Ottersen, O. P., Storm-
Mathisen, J., & Cullheim, S. (1993). Immunocytochemical localization of
amino acid neurotransmitter candidates in the ventral horn of the cat spinal

cord: a light microscopic study. Experimental Brain Research, 96(3), 404-418.

Sinir Hiicreleri | Sinir sistemi, Akita, Diizenleme. (n.d.). Retrieved December 9,
2023,

Sommer, B., & Seeburg, P. H. (1992). Glutamate receptor channels: novel properties

and new clones. Trends in Pharmacological Sciences, 13(C), 291-296.

Structure, function and regulation of glutamate transporters. (2020). Glutamate and
GABA Receptors and Transporters, 319-348.

Sun, L., Gu, L., Wang, S., Yuan, J.,, Yang, H., Zhu, J., & Zhang, H. (2012). N-
acetylcysteine protects against apoptosis through modulation of group i

metabotropic glutamate receptor activity. PLoS ONE, 7(3).

Suwanjang, W., Holmstrom, K. M., Chetsawang, B., & Abramov, A. Y. (2013).
Glucocorticoids reduce intracellular calcium concentration and protects

neurons against glutamate toxicity. Cell Calcium, 53(4), 256-263.

Szatkowski, M., neurosciences, D. A.-T. in, & 1994, undefined. (n.d.). Triggering
and execution of neuronal death in brain ischaemia: two phases of glutamate
release by different mechanisms. Cell.ComM Szatkowski, D AttwellTrends in

Neurosciences, 1994+cell. Com. Retrieved December 6, 2023, from

Vaddi, K., & Luchi, M. (2012). JAK inhibition for the treatment of rheumatoid
arthritis: A new era in oral DMARD therapy. Expert Opinion on
Investigational Drugs, 21(7), 961-973.

Veenman, L., Bode, J., ... M. G.-P., & 2012, undefined. (n.d.). Effects of 18-kDa

translocator protein knockdown on gene expression of glutamate receptors,

51



transporters, and metabolism, and on cell viability affected by glutamate.

Journals.Lww.Com. Retrieved December 2, 2023, from

Vincent, P., Neuroscience, C. M.-, & 2009, undefined. (n.d.). Kainate receptors in

epilepsy and excitotoxicity. Elsevier. Retrieved November 27, 2023, from

Walker, M., Microbiology, W. van der D.-J. of I., & 2016, undefined. (n.d.). The
many roles of glutamate in metabolism. Academic.Oup.Com. Retrieved
December 2, 2023,

Walker, R., Gurven, M., Hill, K., Migliano, A., Chagnon, N., De Souza, R.,
Djurovic, G., Hames, R., Hurtado, A. M., Kaplan, H., Kramer, K., Oliver, W.
J., Valeggia, C., & Yamauchi, T. (2006). Growth rates and life histories in
twenty-two small-scale societies. American Journal of Human Biology, 18(3),
295-311.

Yilmaz, O. (1997). Primer mikst glia hiicre kiiltiiriinde asit ortamin yarattigi
toksisite. Yun, Y., Chen, J., Wang, X., Li, Y., Hu, Z., Yang, P., & Qin, L.
(2021). Tofacitinib Ameliorates Lipopolysaccharide-Induced Acute Kidney
Injury by Blocking the JAK-STAT1/STAT3 Signaling Pathway. BioMed

Research International, 2021.

Zerangue, N., Nature, M. K.-, & 1996, undefined. (n.d.). Flux coupling in a neuronal
glutamate transporter. Nature.ComN Zerangue, MP KavanaughNature,
1996+nature. Com. Retrieved December 9, 2023, from

Zhu, H., Jian, Z., Zhong, Y., Ye, Y., Zhang, Y., Hu, X,, Pu, B., Gu, L., & Xiong, X.
(2021). Janus Kinase Inhibition Ameliorates Ischemic Stroke Injury and
Neuroinflammation Through Reducing NLRP3 Inflammasome Activation via
JAK2/STAT3 Pathway Inhibition. Frontiers in Immunology, 12.

Zou, J., research, F. C.-B., & 2005, undefined. (n.d.). TNFa potentiates glutamate
neurotoxicity by inhibiting glutamate uptake in organotypic brain slice

cultures: neuroprotection by NF«B inhibition. Elsevier.

52






