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OZET

PENTILENTETRAZOL ILE SICANLARDA OLUSTURULAN
DENEYSEL EPILEPSIYE TOFASITINIB'IN ETKISI

Elif ASAN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Sinir Bilimleri Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Ocak/2022
Danigsman: Dog¢. Dr. Gokhan ARSLAN

Epilepsi, tim yas gruplarmi etkileyebilen nobetlerle karakterize kronik bir
hastaliktir. Bu c¢alismada, romatolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan TOFA’in
epilepsi gelisimine olan etkisini ve kronik epilepsi olusturulmus sicanlarda tedavi edici
etkisini arastirmay1 amagladik.

7-8 aylik erkek Wistar sicanlar (337+18 gr) rastgele 2 gruba (n=24) ayrildi
(Kontrol ve TOFA-tutusma). Kronik epilepsi tutusma skalasina gore PTZ
enjeksiyonlari haftanin 3 giinii diizenli olarak 35 mg/kg dozda yapildi. Tutusturma
esnasinda TOFA tutusma grubuna PTZ enjeksiyonlarindan 1 saat once 5 mg/kg
TOFA, kontrol grubuna ise TOFA nin ¢dziiciisii %1 lik metilseliiloz enjekte edildi.
TOFA enjekte edilen grup ile diger gruplar nobet evresi ve tutugsma enjeksiyon sayisi
acilarindan karsilastirildi. Kontrol grubunda tutusma meydana geldikten sonra
sicanlarin kafalarina elektrokortikogram (ECoG) kaydi igin tripolar elektrot takildi ve
rastgele olarak iki gruba ayrildi (Sham grubu ve TOFA-tedavi grubu). TOFA-tedavi
grubuna 1 hafta boyunca her giin 5 mg/kg TOFA enjeksiyonlar1 yapildiktan sonra
ECoG kayitlar elde edilerek Labchart-7 programinda analiz edildi. Sham grubu ve
TOFA-tedavi grubu ndbet evresi, ilk myoklonik jerk latansi, toplam diken sayisi ve
jeneralize tonik-klonik nobet siiresi parametreleri agisindan karsilastirildi. Normal
dagilima uyan verilerin analizinde bagli ve bagimsiz degiskenli t-testi kullanildi.
Normal dagilima uymayanlar igin ise, Mann-Whitney U testi ve Wilcoxon bagimli iki
ornek testi kullanildi. p<0,05 anlamli kabul edildi.

Enjeksiyonlar esnasinda TOFA tutugsma grubunun ortalama nobet evresi PTZ
grubuna gore anlamli olarak daha azdi (p<0,05). Tutasan gruplarda 1 hafta TOFA
enjeksiyonu sonrasi ilk myoklonik jerk latansi artarken, nobet evresi, toplam diken
sayist Ve jeneralize tonik-klonik nobet siiresinde anlamli bir azalma tespit edildi
(p<0,05).

TOFA’nin jeneralize epilepsisi olan hastalarda giivenle kullanilabilecegini,
ayrica epilepsi tedavisinde alternatif bir ilag¢ olabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Epilepsi, JAK/STAT, Janus kinaz, PTZ, TOFA



ABSTRACT

THE EFFECT OF TOFACITINIB IN EXPERIMENTAL
PENTYLENTETRAZOL EPILEPSY

Elif ASAN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Neuroscience
Master, January/2022
Supervisor: Associated Prof. Gokhan ARSLAN

Epilepsy is a chronic disease characterized by seizures that can affect all age
groups. In this study, we aimed to investigate the effect of tofacitinib, a drug used in
the treatment of rheumatological diseases, on the development of epilepsy and its
therapeutic effect on chronic epilepsy in rats.

7-8 months old male Wistar rats (33718 g) were randomly divided into 2
groups (n=24) (Control and TOFA-kindling). According to the chronic epilepsy
kindling scale, PTZ injections were regularly (3 days a week) administered at a dose
of 35 mg/kg. During kindling procedure, 5 mg/kg TOFA was injected into the TOFA-
kindling group 1 hour before the PTZ injections, and 1% methylcellulose which is the
solvent of TOFA, was injected into the control group. The group injected with TOFA
and the other groups were compared in terms of seizure stage and number of kindling
injections. After kindling occurred in the control group, tripolar electrodes were
attached to the rats' heads for electrocorticogram (ECoG) recordings and randomly
divided into two groups (Sham group and TOFA-treatment group). After the TOFA-
treatment group was injected with 5 mg/kg TOFA every day for 1 week, ECoG records
were obtained and analyzed in Labchart-7 program. The sham group and the TOFA-
treatment group were compared in terms of seizure stage, first myoclonic jerk latency,
total spike number, and generalized tonic-clonic seizure duration parameters.
Dependent and independent t-tests were used for the analysis of data with normal
distribution. Mann-Whitney U test and Wilcoxon dependent two-sample tests were
used for the data with normal distribution. p<0.05 was considered significant.

During injections, the mean seizure stage of the TOFA-kindling group was
significantly lower compared to the PTZ group (p<0.05). In kindled groups, after 1
week of TOFA injection, first myoclonic jerk latency increased, while a significant
decrease was observed in seizure stage, total spike number and generalized tonic-
clonic seizure duration (p<0.05).

We suggest that TOFA can be used safely in patients with generalized epilepsy,
and it can also be an alternative drug in the treatment of epilepsy.

Keywords: Epilepsy, JAK/STAT, Janus Kinase, PTZ, Tofacitinib
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AMPAR :Izoksazolepropiyonik asit reseptdrii
ANNA :Antinéronal Niikleer Antikor
ASD :N&bet dnleyici ilag

DMARD :Hastalig1 Modifiye Eden Antiromatizmal Hasta

EEG :Elektroensefalogram

FAS :0Odak bilingli nobet

FIAS :Odak bozulmus farkindalik nobetleri
GABA :Gama aminobitiirik asit

Gabral :GABA al alt birimini kodlayan gen
ICER :Klinik Ve ekonomik inceleme enstitiisii
IFN :Interferon

ILAE :Uluslaras1 Epilepsiyle Savas Dernegi
JAK :Janus Kinaz

mGIuR5 :Metabotropik Glutamat Reseptorii 5
NMDAR  :N- metil-D- aspartat

PTZ :Pentilentetrazol

Pro-Long  :Uzun Vaadeli Prognoz

RANKL  :Niikleer-kB ligand

SE :Status Epileptikus

SH2 :Statlarin SRC homoloji 2

SOCS :Sitokin Sinyallemesi proteinleri baskilayicisi
STAT :Sinyal lletici ve Transkripsiyon Aktive Edici
TLR :Toll benzeri reseptor

TOFA :‘Tofasitinib



1.GIRIS

Nobetler diinya niifusunun %10'unun yasamini etkilemektedir ve ndbet gelisen
insanlarin %1 ila %?2' sinde epilepsi hastaligi meydana gelmektedir. Yapilan
calismalar sayesinde, epilepsi hakkindaki giincel bilgiler, tanisi1 ve tedavileri stirekli
gelismektedir. Nobetler ve epilepsi i¢in gilincellenmis tanimlar ve smiflandirma
sistemleri olduk¢a onemlidir ¢iinkii uygun tanimlamalar ve siniflandirmalar olmadan,
bircok kisiye yanlis teshis konulabilir ve yanlis tedavi uygulanabilir. Kesin olmayan
tanimlar, kabul edilen terminolojinin kullanilmamasi veya terminolojinin uygunsuz

kullanimi epilepsi alanini inceleme ve ilerletme yetenegimizi engellemektedir.

Epileptik bir ndbet, beyindeki anormal asir1 veya senkron néronal aktiviteden
dolay1 olusan gecici semptomlara verilen addir. Epilepsi nérobiyolojik, kognitif,
psikolojik ve sosyal sonuglar ile epileptik ndbet olusturmaya kalic1 bir yatkinlik ile
karakterize olan beyin hastaligidir. Epilepsi tanimi ise en az bir epileptik ndbetin

ortaya ¢ikmasini gerektirmektedir (Fisher et al., 2015).

Epileptogenezis, spontan nobetlerin olusmasina neden olan molekiiler ve
hiicresel degisiklikler kaskadinin etiklenmesi ile sonuglanan beyin hasari siirecini

ifade etmektedir (Pitkanen and Lukasiuk, 2009).

Epilepsinin heniiz tam olarak agiklanamayan mekanizmasini arastirmak ve
tedavisi icin daha etkili olabilecek ilaglar ortaya ¢ikarmak icin deneysel epilepsi
modelleri gelistirilmistir. insandaki farkl epilepsi tipleri ile benzer goriiniimde olan,
gerek genetik gerekse kimyasal ajanlar kullanilarak ve lezyon olusturularak g¢ok

sayida farkli deneysel model gelistirilmistir (Garcia et al., 2010).

Epilepsinin hayvan modelleri, siklikla hem normal hem de anormal beyin
fonksiyonunun temel ndronal mekanizmalarini arastirmak amaciyla kullanilmaktadir.
(Engel and Schwartzkroin, 2006). Epilepsinin hiicresel mekanizmalarini arastiran
caligmalar hipersenkronizasyonun mekanizmasinin anlasilmasina, hiicresel ve ag
uyarilabilirliginin degerlendirilmesine odaklanmistir (Contreras, 2000). Bunlardan

yaygin olarak kullanilan modellerden biri de tutusma modelidir.

Tutugsma, ndbet olusturmayan uyarmin tekrarlanmasi ve aralikli olarak
verilmesi sonucu zamanla ndbet gelisimidir. Tutusma modeli ilk defa Goddard

tarafindan sigan amigdalasina elektriksel uyaran verilmesiyle olusturulmustur.



Bundan sonra tutusma modelleri kronik temporal lob epilepsisi olusturmak igin

siklikla kullanilmistir (Gilbert and Goodman, 2006; Goddard et al., 1969).

Tutusma modelleri iki farkli uyariyla olusturulabilir. Bunlardan birincisi
elektriksel tutusma modeli ikincisi ise kimyasal tutusma modelidir. Elektriksel
tutusma siirecinde elektrik uyaris1 verildiginde once kisa siireli lokal art desarjlar
goriiliir. Sonra agamali olarak bu art desarjlarin siiresinin uzadig1 ve diger beyin
bolgelerine de yayildigi ve en sonunda tiim 2 beyni kapladig1 goriiliir (Goddard, 1967).
Elektriksel tutusma modeli olusturmak i¢in amigdala, piriform korteks, perihinal
korteks, dorsal hipokampus ve frontal korteks gibi beyin bolgeleri elektriksel uyariyla
uyarilir. i1k elektriksel uyarilarda epileptik ndbetler belirli bir alana smirli (fokal) iken,

sonraki uyarilarda ndbetler diger beyin bolgelerine de yayilir (jeneralizasyon).

Pentilentetrazol (PTZ), kimyasal tutusma modeli olusturmak i¢in en ¢ok tercih
edilen kimyasal maddedir. PTZ’nin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte, klor kanallari ile baglantilt GABA-A reseptorlerini selektif olarak bloke ettigi
ve GABA ve diger inhibitdr ndrotransmitterlerin etkisini azaltarak noronlarin
depolarizasyonunu kolaylastirdigi diisiiniilmektedir (Hansen et al., 2004; Sejima et
al., 1997).

Sitokin reseptorii sinyallemesi i¢in gerekli olan Jak / Stat yolu, en iyi anlagilan
sinyal iletim basamaklarindan biridir. JAK olarak bilinen Janus kinaz ailesi yedi tane
JAK homolog (JH) domaini ile karakterize edilmis JAK1, JAK2, JAK3 ve non-
reseptor tirozin kinaz 2 (TYK?2) tirozin kinazlarindan olusur. JAK ailesi kinazlar
STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B ve STAT6 transkripsiyon
faktorlerini iceren STAT'larla (signal transducer and activator of transcription)
birlikte JAK-STAT sinyal iletim yolagini olugturur. JAK-STAT sinyal iletim yolag:
gen ekspresyonunu diizenleyen etkili ve karmasik bir sistemdir. Sitokinler, hormonlar
ya da biliylime faktorleri gibi cesitli etkenlerle reseptoriin uyarilmasi JAK
aktivasyonuna, bu da STAT’larin segici olarak fosforillenmesine neden olur.
Fosforilenen STAT’lar dimerize olarak niikleusa yonlenir ve gen regiilasyonunu
diizenlemek tizere hedef genin promotor bolgesine baglanirlar. JAK-STAT yolaginin

aktivasyonu araciliiyla hiicre boliinmesi, hiicre go¢ii ve apoptozun uyarilmasi gibi

olaylar meydana gelmektedir.



Yapilan caligmalar Jak/Stat yolunun aktivasyonu, Stat 3 aracili gen diizenlemesi
yoluyla indiiklenebilir cAMP erken baskilayicinin (ICER) ekspresyonu ile
sonuglandigin1  gdstermistir. Ayrica ICER' in beyindeki baslica inhibitor
norotransmitter reseptorii olan A tipi gama aminobitiirik asit (GABA) reseptoriiniin
(GABAR) al alt birimini kodlayan geni (Gabal/ GABRA1) baskiladig1 ve bu tiir
baskilarin noronlardaki al igeren GABAR' larin sayisini azalttigi gosterilmistir
(Lavoie et al., 1997). En 6nemlisi, azalmig al alt birim gen ekspresyonu epilepsi
hastalarinda (Brooks-Kayal et al., 1998) ve sinir sisteminin diger bozukluklarinda
meydana gelir (Petryshen et al., 2005; Bossers et al., 2010). Ek olarak, JAK/STAT
inhibitériiniin kullanim1 PILO rat epilepsi modelinde latent donemden sonraki

spontan ndbetlerin sayisini azaltir (Grabenstatter et al., 2014).

Jak/Stat yolag1 inhibitorlerinden biri olan TOFA ise romatoid artrit hastalarinda
yaygin kullanimi olan ve tedavi de olumlu sonuglar agiga ¢ikaran bir kimyasal
maddedir. Sitokinlerin reseptorlere baglanmasi JAK yolaklarini aktive eder. Hiicre
ylizeyindeki reseptorlere baglanan sitokin, reseptdr polimerizasyonuna yol agar.
TOFA nin Jak/Stat yolagini modiile etmesiyle birlikte JAK lar reseptorleri fosforile
edemez ve boylece STAT’lar baglanamaz. JAK’lar STAT’lar1 fosforile
edemediginden STAT dimerizasyonu olusmaz ve hiicre c¢ekirdegine gen
transkripsiyonu i¢in sinyal gitmez. Boylelikle, TOFA JAK’1n otofosforilasyonunu ve

aktivasyonunu inhibe etmis olur.

Calismamizda romatolojik hastaliklarda kullanilan ve JAK/STAT yolag:
tizerinden antiinflamatuar etki gosteren TOFA’nin PTZ ile indiiklenen tutusmaya
etkisine ve tutusan siganlarda akut ve 1 hafta siiresince uygulanan TOFA’nin ndbet

parametrelerine etkisini bulmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Epilepsi

2.1.1 Patofizyolojisi

Nobetler; beyinde aglar diizensiz bir sekilde olusturuldugunda veya yapisal,
bulasici, metabolik bir bozukluk tarafindan beyinin bir béliimiinde veya tamaminda
anormal senkron noronal atesleme ile meydana gelir. Cocuklarda ndbetlerin en yaygin
nedenleri genetik, perinatal hasarlara bagli yaralanma ve kortikal gelisim
malformasyonlaridir (Aaberg et al., 2017). Epilepsiye genetik yatkinligi olmayan
erigkinlerde, nobetlerin yaygin etiyolojileri arasinda ensefalit/menenjit, travmatik
beyin yaralanma ve beyin tiimorleri bulunur (Bosak et al., 2019). Yasl hastalarda ise

epilepsi genellikle birincil ndrodejeneratif bozukluklarin sonucudur (Liu et al., 2016).
2.1.2 Epidemiyoloji

Birinin tek bir epileptik nobet gecirme olasiligr %10 olarak analiz edilmistir
ancak tek nobet gegiren kisilerin biiyiik ¢ogunlugunda tekrar nébet gelismez. Epilepsi
diinya capinda yaklasik 50 milyon kisiyi etkileyen en yaygin norolojik hastaliklardan
biridir (WHO Epilepsy, 2019). Epilepsi insidans1 yilda 100.000 kiside 50,4 ila 81,7
arasindadir (Beghi et al., 2019). Epilepsinin prevalansinin artmast muhtemeldir ¢linkii
daha fazla insan ciddi sekilde kafa travmasi, felg¢ ve kafa ici enfeksiyonlardan kurtulur
ve yani sira birincil ve ikincil beyin tiimdrleriyle daha uzun siire hayatta kalir. Tiptaki
son gelismelerden once (6rnegin doku-plazminojen aktivatorii, antiparaziter ilaclar,
antibiyotikler, antiviral ilaglar, manyetik rezonans goriintiilleme, odaklanmis
radyasyon ve intratekal kemoterapi) bu bireylerin ¢ogu epilepsi gelistirecek kadar

uzun siire hayatta kalamayacagi bu yilizden de prevelansinin arttig1 diisiiniilmektedir.

Epilepsinin prevalansinda onemli bir farklilik vardir, ytliksek gelirli iilkelere
gore epilepsi insidansi, diisiik gelirli iilkeler de ¢ok daha azdir (Ngugi et al., 2010;
Hauser et al., 1993). Bu tutarsizlia neden olan birgok faktor vardir; daha yiiksek
paraziter enfeksiyonlar (6rn. kafa travmasi ve mevcut tedavi eksikligi) ve genetik
farkliliklar gibi. Ancak, bu tutarsizli§1 yonlendiren ve prevelansin artmasina neden
olan en biiylik faktor gelismekte olan milletlerde nobet onleyici ilaglarin (ASD'ler)
eksikligidir (WHO Epilepsy, 2019). Her ne kadar bir¢ok yeni ASD son birkag on yilda



piyasaya sunulsa da, en ucuz ASD' ler bile gelismekte olan milletlerde genellikle

mevcut degildir.

Epilepsi tiim yaslar esit sekilde etkilemez, ancak ¢ift modludur. Dagilimi, 5 ila
9 yas civarinda zirve yapar, ikinci zirve ise 80 yas civaridir (Cloyd et al., 2006;

Neligan et al., 2012). Cinsiyete gore epilepsi prevalansinda ise bir fark yoktur.

24 saatten daha uzun bir siirede iki veya daha fazla provoke edilmemis veya
refleks ndbetler gegiren kisiler, tek bir provoke edilmemis veya refleks ndbet gegiren
ve Oniimiizdeki 10 yil i¢cinde baska bir ndbet gegirme riski %60 olan kisiler veya
epilepsi sendromu olan kisiler epilepsi hastasi olarak tanimlanir (Aaberg et al., 2017;
Bosak et al., 2019; Liu et al., 2016; Fisher et al., 2014). Bu "epilepsi" tanim1 2014'te
kodlanmustir. Onceki "epilepsi" tanimi (2005'ten itibaren) bu tanimda belirtilen
yalnizca ilk kriteri igermektedir. Bu siniflandirmanin ikinci kriteri; 6nlimiizdeki 10 y1l
icinde ikinci kez ndbet gegirme riski %60 olan kisinin beyin goriintiilleme bulgularinda
epileptojenik potansiyeli veya elektroensefalogramda (EEG) epileptiform aktivitesi
bulgularinin olmasini icermektedir (Aaberg et al., 2017; Bosak et al., 2019). Beyin
goriintiilemede anormal olan ancak epileptiform potansiyele sahip olmayan (or.
araknoid kist, yaygin atrofi) tek bir provoke edilmemis nobetle birlesen bir bulgu,
epilepsi tanisi kriterlerini karsilamamaktadir. %60'l1k esik degeri secilmistir ¢linkii bu,
provoke edilmemis iki nébeti olan birinin {i¢lincii bir ndbet gegirmesi i¢in giiven

araliginin alt siniridir (Hauser et al., 1982).

Epilepsi tanimi klinik uygulama ile uyumlu hale getirilebilmek i¢in
degistirilmistir. Epileptologlar, tek bir ndbet geciren ve epileptiform potansiyeller
gosteren bir EEG'si olan biri i¢in rutin olarak ASM'leri recete etmislerdi, ancak teknik
olarak (heniiz) epilepsisi olmadigi i¢in hastaya da danigmalar1 gerekti. Bu tutarsizlik
g0z Oniine alindiginda, tanimin modifiye edilmesi gerektigi hissedildi. Bu “epilepsi”
tanimindaki degisiklik de epilepsiye daha az yatkin olanlar i¢in nébetlerin ne zaman
ilaglarla tedavi edilecegi hakkindaki kafa karisikligini azaltt1 ve bir hastanin tek bir
nobetten sonra daha fazla nobet gegirme riskinin yiiksek oldugu bilindiginde nobet
onleme tedavisi almasin1 daha olas1 hale getirdi. Epilepsinin Uzun Vadeli Prognozu
(PRO-LONG) ¢aligmasi 2014 tanimini kullanarak epilepsi teshisi konan hastalari ve
eski tanim kullanilarak epilepsi tanisi konan hastalar1 karsilastirdi. Bu ¢alisma, yeni
tanim kullanilarak teshis konanlar i¢in 10 yi1lda ndbetlerin tekrarlama riskinin % 83.6

oldugunu gostermistir (Beretta et al., 2017). Hauseret ve ark. tarafindan yayinlanan
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bir makaleye gore eski tanim kullanilarak nobetlerin tekrarlama riski 1 yilda %57 idi
ve 4 yilda %73 dii (Hauser et al., 1998). Beretta ve arkadaglarinin ¢aligmasinin
sonuglarina dayanarak, Anormal bir calisma geciren ilk nobetlerinden sonra epilepsili
bireylere tan1 koymamanin onlara zarar verdigi aciktir. Epilepsi tanisinin gecikmesi
hastanin nobet ilaglarina uyumsuzluk, bagka bir ndbet gegirme olasiligi ve klinisyenin

tedavi edememesi olasiliklari ile sonuglanir (Aaberg et al., 2017; Bosak et al., 2019).

2014 yilinda “epilepsi” tanimina ek bir degisiklik ise “epilepsiyi” bir bozukluk
degil, onceden tanimlandig1 gibi bir hastalik olarak adlandirmaktir. Bu degisiklik
hastalarin bir “hastalig1” bir “bozukluk” tan daha iyi anlayabilecegi ve hastalik tanisini
daha ciddiye alacaklari disiinildigi i¢in yapilmistir.Kalp hastaligi, diyabet
hipotiroidizm vb. gibi tanimlar hastaliklardir, bozukluklar degildir ve epilepsi de
benzer bir ciddiyetle diisliniilmesi gerektigi i¢in bir hastalik olarak yeniden

adlandirilmgtir.
2.1.3 Nobet Siniflandirmasi

Temel siniflandirma ve genisletilmis siniflandirma olmak {izere; daha titiz
calismalar1 gerektirenler ve ayrintiya bogulmadan smiflandirmay1 anlayip pratik

yapanlar i¢in ¢ok yonliiliige izin verecek sekilde iki sekilde dizayn edilmistir.
2.1.3.1 Temel Nobet Siniflandirmasi

Verilen tabloda ILAE smiflandirmasinin temel versiyonunu 6zetlemektedir
(Sekil 2.1.). Nobetin baslangict ilk olarak fokal, jenerelize, bilinmeyen veya
smiflandirilamayan olarak tanimlanmaktadir. Fokal nobet, belirli bir odaktan
baslayan nobettir. "Fokal" terimi, eski "kismi" teriminin yerine kullanilmaktadir.
“Fokal” teriminin kullanmak daha dogru tanimladig diistliniildiigii i¢in bu degisiklik
yapilmigtir. Her iki hemisfer nobet baslangicinda ayni anda aktive oldugunda ise de
bunu “jeneralize” nobet olarak tanimlariz. Bu nobette her iki hemisferin asimetrik
aktivasyonu sorun degildir ancak, nobet baslangicina her iki hemisfer de dahil
olmalidir. Eger nobet tipi ile ilgili hastanin 6ykii ve sonuglarinda (6rnegin, MRI, CT
ve EEQG) yeterli veri yoksa bu bilinmeyen baglangicli nobet olarak siniflandirilir.
Siniflandirilamayan tanimi ndbetlerin siniflandirilmasinin bir pargasi olarak devam
etmekte, ancak bir nobet baglangicinda bilinmezlik yaratmasi nedeniyle digerlerinden

daha az kullanilmaktadir.



Bu siniflandirmanin sonraki asamasinda farkindalik veya bozulmus farkindalik
secenekleri vardir. Biling bozulursa, nobet “bozulmus farkindalik nébetidir”. Degilse,
o zaman “farkinda bir nébet” olur. Bu terimler baglangic terimiyle birleserek "odak
bilingli ndbetler (FAS'ler)" ile "odak bozulmus farkindalik nobetleri (FIAS)"
arasindaki ayrimi yapmamizi saglar. FAS' lar daha once basit kismi ndbetler olarak
ve FIAS' lar da daha Once karmasik kismi ndbetler olarak adlandirilirdi. Bu
terminoloji de farkindalik bozuklugu olmayan bir nobeti basit ve farkindalik
bozuklugu olan bir nobeti de karmasik olarak tamimlamak hastalar1 yanilttigi
diistintildiigli i¢in degistirildi. Birbirlerinden farkli olmalarmma ragmen ve nobet
esnasinda farkli etkileri olmasina ragmen biri digerinden daha karmasik veya basit
degildir. “Farkinda” ve “farkinda olmayan”in sezgiselligi, “basit” ve “karmasik”tan
¢ok daha anlasilir oldugu, dolayisiyla bu degisikligin hastanin daha iyi kavramasini

saglayacag diisiiniilmektedir.

Jeneralize nobetler i¢in, “Jeneralize” terimi bilincin bozuldugunu ima ettigi i¢in

farkindalik tanimi1 yoktur.

Temel ndbet siiflandirmasindaki son tanim, fokal veya jeneralize bir nébetin
motor bir bilesene sahip olup olamadig1 belirler. “Motor” terimi, 6nceden tanimlanan
terimlere eklenerek “fokal bozulmus farkindalik motor nébeti”, “jeneralize motor
olmayan noébet” ve “bilinmeyen motor nobet” gibi terimlerle sonuglanmisti.
Jeneralize ve bilinmeyen baslangigli ndbetler igin motor bilesen "tonik-klonik™ veya
"diger motor" olarak tanimlanabilir. Fokal ndbetler i¢in “motor” terimi sadece motor
baslangi¢c varsa kullanilmalidir; bir fokal nobetin odaktan bilateral hemisferleri

kapsayacak sekilde yayildig1 zamanlarda bu terimi kullanmak uygun degildir, bu

durumlarda tanim "fokalden bilateral tonik-klonige" seklinde olmalidir.

Siniflandirilamayan nobetlere ise bagka tanimlamalar eklenmez. Nobetin
fokal baslangiclh oldugundan %80 eminseniz, o zaman bu sekilde
siiflandirilmalidir. Eger %80 den daha az eminseniz o zaman ise ndbet
“bilinmeyen baslangi¢” 11 olarak siniflandirilmalidir. Bu %80'lik ayrim, tipik olarak

klinik istatistikler i¢in kullanilan yanlis negatif orani oldugu i¢in se¢ilmistir.
2.1.3.2 Genisletilmis Nobet Simiflandirmasi

Genigletilmis nobet siniflandirmasi, siniflandirma motor ve motor olmayan

tanimlamalar1 igererek daha ayrmtili siniflandiricilar saglar ve temel siniflandirma



lizerine insa edilir. Eger miimkiinse bu daha agiklayict olan siniflandirmalar
kullanilmalidir. Bu tanimlamalar ilk semptom tarafindan ya da ndbet geciren kisi
tarafindan belirlenir. Bunun mutlaka en belirgin isaret olmadigina dikkat etmek
onemlidir. Bunun tek istisnasi, tiim nobet boyunca davranigsal tutuklamanin baskin
isaret olmasi gereken “davranigsal durma tipi” ic¢indir. Belirli bir ndbet bu
tanimlamalardan birine agik¢a uymuyorsa, miimkiin olan en iyi siniflandirici
kullanilmali veya nobet hakkinda daha fazla ayrinti saglamak icin baska bir
tanimlayici kullanilmalidir. Nobet tiplerinin ILAE 2017 operasyonel siniflandirmast
i¢in olan tanmimlama kilavuzu ¢ok fazla tanimlayici igerir (Fisher et al., 2017). Bu
tanimlayicilar siniflandirmanin bir pargasi olmasa da, nobeti daha iyi tanimlayabilmek

i¢in dahil edilebilirler.

{ FOKAL BASLANGICLI ‘ JENERALIZE BASLANGIGLI BASLANGICI BILINMEYEN
[ UvaNK | BOZULMUS } 4 N [ Motor A
FARKINDALIK Motor . )
tonik-klonik
tonik-klonik epileptik spazmlar
/ \ klonik
Motor Baslangigh tonik Motor Olmayan
. miyoklonik .
otomatizm miyoklonik-tonik-klonik \_ davrams tutuklugy /
atonik miyoklonik-atonik
klonik atonik
epileptik spazm P
hrperl:(tineti': epileptik spazmlar [ Siniflandinlamayan
miyoklonik Motor Olmayan (absans)
tonik .
tipik
Motor Baslangigh Olmayan atipik
otonomik miyoklonik
davranis tutuklugu \gdz kapag miyoklonisi /
kognitif
duygusal

\ duyusal

J

{ fokal baglayip jeneralize
devam eden tonik-klonik

]

Sekil 2.1. ILAE 2017 nobet siniflandirmasi (Scheffer et al., 2017)

2.1.4 Epilepsi simiflandirmasi



Bir nobet siniflandirildiktan sonra, bir kisinin epilepsi oldugu tespit edilmisse,
epilepsi siiflandirilmalidir. Epilepsi tiirleri sunlardir: Fokal, Jeneralize, Fokal ve

Jeneralize kombinasyonu ve Bilinmeyen.

Bir hastanin bunlardan hangisine sahip oldugunu belirlemek i¢in hastanin sahip
oldugu tiim nobet tipleri tanimlanmali ve daha sonra epilepsi tipini belirlemek i¢in
veriler birlestirilmelidir (Scheffer et al., 2017). Bir hastada sol ve sag temporal
loblardan kaynaklanan iki tarafli tonik-klonik nobetlere kars1 fokal farkinda kognitif
nobetler varsa, bu hasta fokal epilepsidir. Hem fokal hem de jeneralize ndbetleri varsa
(6rnegin Lennox-Gastaut sendromunda oldugu gibi), fokal ve jeneralize kombine

epilepsidir. Epilepsi tipi tanimlandiktan sonra etiyoloji belirlenmelidir.

Epilepsi siniflandirmasinin bir pargast olarak epilepsi etiyolojileri igin
tanimlanan kategoriler yapisal, genetik, enfeksiydz, metabolik, immiin ve bilinmeyen
seklindedir. Bir hastanin birden fazla etiyolojisi olabilir ve bunlar hiyerarsik degildir
(Scheffer et al., 2017). Epilepsiyi yapisal bir etiyolojiye sahip olarak tanimlamak,
epilepsilerinin muhtemel nedeni olan yapisal bir bulgunun tanimlanmasini gerektirir
(Lapalme-Remis et al., 2016). Sol frontal lobda glioblastoma ve sol frontal lobdan
kaynaklanan nobetleri olan bir hasta, yapisal bir etiyoloji nedeniyle epilepsili olarak
siniflandirilir. Buna karsilik, sag temporal lobdan gelen ndbetleri olan ve oksipital
lobda kiiciik kalsifiye menenjiyoma sahip bir hasta, meningiom muhtemelen epilepsi
ile alakasiz oldugundan, yapisal olmaz. Ancak daha sonra bu hastanin meningiom
bolgesinde ve hipokampusa yayilan ndbetleri oldugu tespit edilirse, bu epilepsi

yapisal olacaktir.

Epilepsi ile sonuglanan bir gen veya kopya numarasinda hastaliga neden olan
spesifik bir varyant oldugunda, epilepsi genetik bir etiyolojiye sahip olarak
smiflandirilir. Ozellikle, bir hastanin aile dykiisii, EEG'si ve ndbet semiyolojisi,
genetik epilepsi teshisi ile uyumluysa, genetik test yapilmasina gerek yoktur. Ornegin,
sag lateral temporal nobetlerin EEG bulgulari ile fokal bilingli isitsel-bilateral tonik-
klonik nébetleri olan bir hasta ve ayni semiyolojiye sahip birden fazla aile iiyesi bu
tabloya gore ailesel otozomal dominant lateral temporal lob epilepsisi tanisi
konulabilir. Bunun yaklasik %80 penetrasyona sahip oldugu ve kromozom 10q
tizerindeki 16sin agisindan zengin glioma inaktive protein 1'deki (LGI-1) bir
mutasyona bagli oldugu bilinmektedir. Genetik epilepsiler de novo mutasyonlarin

sonucu olabileceginden, genetik epilepsi tanisin1 koymak i¢in ailede genetik epilepsi
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Oykiisiine sahip olmanin gerekli olmadigini anlamak 6nemlidir. EK olarak, genetik

anormallikler her zaman nedensel degildir (Hildebrand et al., 2013).

Epilepsinin bulasici1 etiyolojileri, daha 6nce beyin enfeksiyonu gecirmis bir
hasta epilepsi gelistirdiginde ortaya ¢ikar (bu tani bir hasta akut enfeksiyon nedeniyle
nobet gecirdiginde yapilmaz). Epilepsinin bulasict nedenlerine 6rnek olarak
norosistiserkoz, insan immiin yetmezIlik virlisii, sitomegaloviriis ve serebral
toksoplazmoz dahildir. Bu enfeksiyonlarin bir¢ogu yapisal anormalliklere neden
olabilirken, ilk neden enfeksiyon oldugu i¢in epilepsinin etiyolojisi en iyi enfeksiyona
bagli olarak tanimlanabilir. Enfeksiyoz epilepsi, menenjit veya ensefalitin enfeksiyoz
ajanlara bagl oldugu hastalarda enfeksiyonun akut fazindan sonra nébet gecirmeye
devam ettiginde de teshis edilir. Cogu durumda, beyin yapisal olarak normal goriiniir
ve goriintiilemede herhangi bir kalint1 yapisal degisiklik olmaksizin sadece menenjit

oykiisii vardir (Vezzani et al., 2006).

Epilepsi, nobetlerin ana kaynagi metabolik bir diizensizlik oldugunda,
metabolik bir nedene baglanir. Gegici metabolik anormallikler hipoglisemi kadar
siddetli oldugunda bile bu katagoriye yerlestirmek uygun degildir. Epilepsi icin
metabolik etiyoloji 6rnekleri piridoksine bagimli nobetler ve serebral folat eksikligidir
(Parikh et al., 2015). Piridoksine bagli nobetlerde, uygun tedaviyi belirlediginden

etiyolojinin bilinmesi son derece 6nemlidir.

Epilepsinin immiinolojik nedenleri arasinda otoimmiin hastaliklarda yer alir.
Antikor aracili limbik ensefalit, siklikla epilepsiye neden olan, giderek daha fazla
teshis edilen tam1 haline gelmistir. Ek olarak, epilepsiye neden olabilecek birgok
antikor tanimlanmistir, en yaygin olanlart N-metil-D-aspartat reseptorii (NMDAR),
LGI-1, antinéronal niikleer antikor tip 1 (ANNA-1), Ma, a'dir. -amino-3-hidroksi-5-
metil-4-izoksazolepropiyonik asit reseptoric (AMPAR), y-aminobiitirik asit-B
(GABA-B) ve metabotropik glutamat reseptorii 5 (mGluR5)” dir ( Toledano et al.,
2015 ). Limbik ensefalite bagli nobetler ASD'lere ¢ok kotii yanit verdiginden,
epilepsinin immiinolojik bir nedenini tanimak tedavi i¢in son derece 6nemlidir. Bu
ndbetlerin  iyilesmesi tipik olarak immiinolojik ajanlar (steroidler, immiin
noglobulinler, plazmaferez, rituksimab) verilene kadar degildir (de Bruijn et al.,
2019). Epilepsi i¢in net bir etiyoloji belirlenemediginde etiyoloji bilinmeyen olarak

kategorize edilmelidir.
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Epilepsinin nedeninin belirlenememesi ¢ok yaygindir. Son zamanlarda yapilan
birkag c¢alisma, epilepsinin etiyolojisini ¢ocuk ve yetiskin kohortlarinda
siiflandirmaya c¢alismis ve yaklasik %50'sinde etiyolojinin bilinmedigini bulmustur
(Aaberg et al., 2017; Bosak et al., 2019). Nobetleri olan birgok hastanin bilinen bir
aile epilepsi Oykiisii, normal bir MRI/CT taramasi, normal tam metabolik paneller,
bilinen herhangi bir genetik sendromla korele olmayan bir klinik dykii ve bilinen
hi¢bir bulasici veya otoimmiin hastalig1i olmadig i¢in bu sasirtic1 degildir. Epilepsi
siniflandirmasi ile ilgili bir konu da epilepsi tipinden 6zellikle farklir olan epilepsi

sendromlaridir.

Epilepsi sendromlari, birlikte ortaya ¢ikan spesifik bulgularin (klinik, EEG,
goriintiileme, tetikleyiciler, genetik ve yasa bagli 6zellikler) kombinasyonlar: olarak
tanimlanir. Birgogunun iyi taninan isimleri olmasina ragmen, bunlar ILAE tarafindan

hi¢bir zaman resmi olarak tanimlanmamastir.
2.2 Pentilentetrazol (PTZ) Modeli Deneysel Epilepsi

Epilepsi hastalarinda epileptogenez ve nobet olusumunun altinda yatan
mekanizmalar klinik ¢aligmalarda tam olarak aydinlatilamamaktadir. Bu nedenle,
epilepsi caligmasi i¢in uygun bir hayvan modeli gereklidir (Loscher and Brandt,
2010). Epilepsi fizyolojisini arastirmak ve anti-epileptik ilaglar1 belirlemek i¢in ¢esitli
epilepsi hayvan modelleri kullanilmistir (Loscher, 2017; Loscher, 2011). Bu modeller
arasinda farmakolojik ndbet indiiksiyonu, epilepsi patolojisinin arastirilmast igin bir
hayvan modeli olusturmak i¢in kullanilan yaygin bir yontemdir (Kandratavicius,
2014). Bu yontem ucuz ve basittir. Elektrot aracili tutusturma da yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir, ancak bu prosediiriin maliyeti daha yiiksektir ve yontem,
tekrarlayan nobetleri indiiklemek i¢in cerrahi ve elektriksel beceriler gerektirir
(Pitkdnen et al., 2006). Nobetlerin zamanlamasi ve sayisi kolayca kontrol edildiginden
farmakolojik indiiksiyon da avantajlidir. Spontan nobetler sergileyen genetik fare
modelleri de epilepsi ¢alismasinda kullanilmaktadir. Ancak bu genetik modellerde
nobetlerin ne zaman ve ne siklikla ortaya ¢iktigini tahmin etmek imkansiz olabilir
(Yang and Frankel, 2004). Bir hayvana intraperitoneal pentilentetrazol (PTZ)
enjeksiyonu, yiiksek dozda akut, siddetli bir nobete neden olurken, bir epilepsi modeli
olan kimyasal tutugsmanin gelistirilmesi i¢in subkonviilsif bir dozun ardisik

enjeksiyonlar1 kullanilmistir.

11



PTZ, bir GABA-A reseptor antagonistidir. Tek bir diisiik doz PTZ enjeksiyonu,
konviilsiyon olmaksizin hafif bir nobete neden olur. Bununla birlikte, tekrarlayan
diisiik doz PTZ enjeksiyonlari, konviilsif bir nobet uyandirmak i¢in esigi diisiiriir. Son
olarak, stirekli diisiik dozda PTZ uygulamasi ciddi bir tonik-klonik nébeti indikler.
Bu yontem, tekrarlayan ndbetler igeren kronik bir hastalik olarak tanimlanan
epilepsinin patofizyolojisini aragtirmak icin basit ve yaygin olarak uygulanabilir. Bu
kimyasal tutusma protokolii hayvanlarda tekrarlayan nobetlere neden olur. Bu
yontemle, PTZ aracili nobetlere karsi gilivenlik agig1 veya epileptik ndbetlerin
siddetlenme derecesi tahmin edildi. Bu avantajlar, anti-epileptik ilaglarin ve epilepsi
ile ilgili genlerin taranmasi i¢in bu yontemin kullanilmasina yol agmistir. Ek olarak,
bu yontem epileptik ndbetlerden sonra noronal hasar1 aragtirmak i¢in kullanilmistir,
clinkii epileptik hastalarin beyinlerinde gozlenen histolojik degisiklikler kimyasalla
tutusan hayvanlarin beyinlerinde de goriilmektedir. Bu nedenle, bu protokol, epilepsi
hayvan modellerinin uygun sekilde iretilmesi icin yararlidir.

Genetigi degistirilmis farelerin epileptik davranisini gozlemlemek i¢in bir
izleme sistemi gereklidir (Yang and Frankel, 2004). Kainik asit, pilokarpin ve
pentilentetrazol (PTZ) nobet indiikleyici ilaglar olarak yaygin olarak kullanilmaktadir
(Leite et al., 2002). Kainik asit, glutamat reseptdrleri i¢in bir agonisttir ve pilokarpin,
kolinerjik reseptorleri aktive eder. PTZ, bir gama aminobiitirik asit (GABA)-A
reseptor antagonistidir (Squires, 1984). PTZ, inhibitér sinapslarin islevini
baskilayarak noronal aktivitenin artmasina neden olur. Bu diizenleme, hayvanlarda
genellestirilmis nobetlere neden olur (Tourov, 1996). Bir tek kainik asit ve pilokarpin
enjeksiyonu, 6zellikle status epileptikus (SE) (Furtado, 2002; Hosford, 1999) olmak
tizere akut nobetleri indiikleyebilir ve kainik asit veya pilokarpin aracili SE, konik
spontan ve tekrarlayan nobetleri tesvik eder (Medina-Ceja et al., 2014; Bragin et al.,
2005). Elektroensefalografik (EEG) kayitlar1 ve davranig analizi, tek bir
enjeksiyondan bir ay sonra spontan tekrarlayan nobetlerin  gozlemlendigini

gostermistir (Medina-Ceja et al., 2014; Bragin et al., 2005).

Konviilsif bir PTZ dozunun tek bir enjeksiyonu da akut ndbeti indiikler.
Bununla birlikte, tek bir PTZ enjeksiyonundan sonra kronik spontan nobetleri tesvik
etmek zordur. Tekrarlayan ndbetleri indiiklemek icin kronik PTZ uygulamasi
gereklidir (Schmidt, 1987). Her iki yontemde de tekrarlayan ndbetlerin olusumu,

insan epilepsisine akut ndbetlerin olusumundan daha benzer bir patolojiyi
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indiikleyebilir. PTZ durumunda, her enjeksiyon bir ndbeti uyandirir ve ndbet siddeti,
her enjeksiyonla asamali olarak daha siddetli hale gelir. Son olarak, tek bir diisiik doz
PTZ enjeksiyonu ciddi bir tonik-klonik nébeti indiikler. Bu asamada, her enjeksiyon
siddetli nobetler uyandirir. Ek olarak, nobet gecikmesi ve siiresi de enjeksiyonlarin
seyri boyunca degisir. Tonik nobetin gecikmesi, tutugsmanin ikinci agamasinda
genellikle kisalir (Angelatou, 1991). Ayrica, nobet siddetlenmesine, uzun siireli bir
nobet siiresi eslik eder (Loscher, 2002). Nobet siddetini, gecikmesini ve siiresini
diizenleyen molekiiler mekanizmanin arastirilmasi, anti-epileptik ilaglarin taranmasi
icin yararlidir (Ihan et al., 2006; Emami, 2001; Klitgaard, 2001). Nobetler genellikle
tek bir sistemik PTZ uygulamasi ile indiiklenir ve iyilesme 30 dakika i¢inde ¢ok
hizhidir (Kandratavicius et al., 2014; Pitkénen et al., 2006). Boylece, PTZ tutusma
modelinde ndbet sayis1 daha kontrol edilebilir. Bununla birlikte, EEG izleme, PTZ
aracilt ndbetten sonra 12 saate kadar jeneralize ani yiikselmelerin goriilebilecegini
gostermistir (Kellinghaus et al., 2007). Bu nedenle, tutusma mekanizmalariin daha
kesin analizi i¢in hayvanlar tercihen miyoklonik veya tonik nobet sonrasinda 24 saat

boyunca gozlem altinda kalmalidir (Koutroumanidou et al., 2013)
2.3 JAK-STAT Yolu

Sitokin reseptor sinyallemesi igin gerekli olan JAK-STAT vyolu, en iyi
¢ozlimlenen sinyal iletim basamaklarindan biridir. Yaklasik 40 sitokin reseptorii, dort
JAK ve yedi STAT ailesi liyesinin kombinasyonlar1 yoluyla sinyal verir. Yogun
caligmalara ragmen, kaskadlarin nasil aktive edildigini ve diizenlendigini anlamada
onemli bosluklar vardir. IL-6 ve IL-10 reseptorlerinin O6rneklerini kullanarak, gen
ekspresyonundaki ¢esitli sonuglarin, her iki reseptor i¢in ortak olan JAK1-STAT3
yolunu etkileyerek, bu yol vasitasiyla diizenleyici etkiler gosterir. Caligmalar, Sitokin
sinyalleme (SOCS) proteinlerinin baskilayicisinin, sitokin reseptorlerinden gelen
STAT sinyallerinin kalitesini ve miktarini nasil diizenledigini arastirmaktadir. Yeni
veriler, SOCS proteinlerinin, asagi akis gen aktivasyonunu degistiren aktive edilmis
STAT' lerin ¢ikisin1 ayarlayarak JAK-STAT yoluna ek g¢esitlilik kattigim

gostermektedir.

Memeli JAK ve STAT ailesi liyeleri, fare ve insan sistemlerinde kapsamli ve
ayrintil bir sekilde analiz edilmistir. Insanlarda, mutant Jak veya Stat tastyan kisilerde
ayrintili genetik ¢aligmalar yapilmistir. Her proteinin fosfo-formlarina 6zgii Ab'leri,

JAK-STAT kademesinin sitokin reseptorleri tarafindan nasil aktive edildigini
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incelemek i¢in kullanilmistir. Kristalografik ¢alismalar, farkli bicimlerde birden fazla
STAT ailesi iiyesi i¢in yapisal bilgileri aydinlatmistir. Farmakolojik inhibitorler,
JAK-STAT sinyalinin hastalik patolojisi ve ilerlemesinde rol oynadigi klinik kullanim
igin gelistirilmistir. Son olarak, her sitokin reseptori ile belirli bir JAK-STAT
kombinasyonu eslestirilmistir ve bu bilgi, hiicre tipine 6zgii sitokin tepkisi ve gen

ekspresyonu modellerine ¢evrilmistir.

JAK-STAT kademesinin spesifik gen ekspresyon modellerini kontrol etmek
icin nasil islev gordiigii ve kademelerin nasil diizenlendigi ile ilgili 6nemli sorular
devam etmektedir. Her ne kadar sitokin sinyallemesinin (SOCS) baskilayicist olsa
da proteinler, JAK-STAT yolunun en iyi anlasilan negatif diizenleyicileridir. Ayrica,
aktive edilmis STAT'larin iiretimini bloke etmek icin ilave inhibitér yollar da
bulunmustur. Toplu olarak, sitokin reseptoriinden gen ekspresyonuna giden yola
iligkin bilinenler ¢ok az oldugu ancak sinyal iletimini incelemek icin en iyi

yontemlerden biri olmaya devam ettigi diisiiniilmektedir.
2.3.1 JAK-STAT Aktivasyon Mekanizmasina Genel Bakis

JAK-STAT sinyallemesinin mevcut modeli, sitokin reseptdr angajmaninin
iligkili JAK kombinasyonunu aktive eder, bu da sirasiyla fosforile olan, dimerize olan
ve spesifik dizileri baglamak i¢in ¢ekirdege hareket eden bir STAT'in alimina izin
vermek i¢in reseptdr sitoplazmik alanini tutar ve gen ekspresyonunu aktive
eder. Sitokin reseptorlerinin sitoplazmik alanlari, zara yakin konumlanmig JAK
baglanma bolgeleri araciligiyla JAK'lar ile birlesir (Behrmann et al., 2004).
Reseptorlerin hiicre yiizeyine tasinmasinda veya refakatinde JAK'larin varsayilan rolii
tartisilmaktadir. Sitokin reseptorlerinin ve JAK'larin ne zaman ve nerede birlestigine
bakilmaksizin, sitokin baglanmasini takiben JAK'm kinaz aktivitesini uyarmak icin
zara yakin konumlanmalar1 gerekir. Yolun aktivasyonunun bu asamasinda, JAK-
reseptOr etkilesiminin yapisal temeli, reseptor hiicre i¢i alanlarinin sitokin baglanmasi
tizerine 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 Src homoloji 2 (SH2)
alanlar1 icin baglanma bolgeleri yaratir. STAT alimini tirozin ve bazi durumlarda
cekirdege gecise yol agan anahtar kalintilar (JAK'ler ve diger yakindan iliskili kinazlar
tarafindan) iizerindeki fosforilasyonu takip eder (O’Shea et al., 2002). Ayrica, sitokin
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uyarimt Oncesinde, sirasinda ve sonrasinda hiicrelerde STAT homo ve
heterokomplekslerinin kag¢ konfigiirasyonunun mevcut oldugu ag¢ik degildir (Mao et
al., 2005; Ndubuisi et al., 1999; Zhong et al., 2005). Belirli bir reseptor i¢in bir SH2
alaniin tercih edilmesinin ayrintili yapisal temeli heniiz anlagilmamistir ve diger JAK
olmayan kinazlarin reseptorlere nasil alindigi ve STAT'lar1 fosforile ettigi konusunda

da cok az bilgi vardir.
2.3.2 JAK Araciligiyla Sinyal Veren reseptorler

Sitokin reseptorleri iki tip yoldan sinyal verir: JAK-STAT yolu ve MAP kinaz
kaskad1 aktivasyonunu iceren diger yollar ile (Berenson et al., 2006; Judd et al., 2004;
Lee et al., 2006; Tebbutt et al., 2002). Toplamda 38 sitokine yanit veren 36 sitokin
reseptor kombinasyonu vardir (tiimii IFN-0fR yoluyla sinyal verdigi i¢in tip I IFN'leri
tek olarak sayar). Farkli hiicreler ve dokular, organizmanin mikro-gevresine veya
sistemik yanitina 0zgli sitokin kombinasyonlarina yanit veren farkli reseptor
kombinasyonlarini ifade eder. Bu nedenle, herhangi bir zamanda, tek bir hiicre, ¢oklu
sitokin reseptorlerinden gelen sinyalleri entegre edebilir. Genetik ¢aligmalar, sitokin
reseptor sisteminin, farkli reseptér simiflarmin tercihen bir JAK veya JAK
kombinasyonu kullanmasi nedeniyle kisitlayici oldugunu belirlemistir (O’Shea et al.,
2002). Hemopoietik hiicre gelisimi ve proliferasyonu i¢in gerekli reseptorler JAK2'y1
kullanir, yaygin y-zincir reseptorleri JAK1 ve JAK3'li kullanir, oysa diger reseptorler
sadece JAK1'i kullanir. Buna Karsilik, insan TYK?2' si, daha genis bir sitokin reseptorii
yelpazesi araciliiyla sinyal vermek i¢in gerekli goriinmektedir (Minegishi et al.,
2006). Sitokin reseptorlerinin ¢ogu, li¢ JAK kombinasyonu kullanir. Her sitokin
reseptOrii  tarafindan JAK kullanimimin genetik ve biyokimyasal ¢aligmalarla

belirlendigi vakalar gosterilmistir.
2.3.3 Hiicre Tipine Ozgii STAT Sinyali

JAK-STAT sinyal tarafindan uyarilan gen ekspresyonunda baz1 degisikliklerle
tasarlanmis olan mikrodizi deneyleri, hiicre tip1 6zel transkripsiyon ve ¢ekirdek ya da
stereotipik mRNA profilleri ve farkli hiicre tiplerinde aktif sitokin reseptdr ¢aligmalari

bulunmaktadir.

IFN-y, STAT1 araciligiyla, test edilen hiicre tipinden bagimsiz olarak benzer
bir gen kohortunun ekspresyonunu indiikler (van Boxel-Dezaire et al., 2006). Bu

genler genellikle "IFN imzas1" olarak adlandirilir ve STAT2 ve IRFO ile is birligi
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icinde STAT1'1 de igceren [FN-af sinyallemesi tarafindan indiiklenen gen ekspresyon
paterni ile Ortiisiir. IFN imzasi, mikrodizi deneylerinde kolayca gdzlenir ve bu da
STATI aktivitesinin gostergesidir. IL-4 veya IL-13 tarafindan aktive edilen STAT6
yolu, hiicre tipine 6zgii bir yanitin 6rnegini saglar. T hiicrelerinde IL-4 ile diizenlenen
genler, makrofajlarda veya diger lenfosit olmayanlarda IL-4/IL-13 sinyallesmesine
kiyasla belirgin bir imzaya sahiptir (Chen et al., 2003; Chtanova et al., 2001; Lund et
al.,, 2005; Lund et al., 2003). Toplu olarak bu veriler, STAT'lerin, genomik
erisilebilirliklerine ve gen ekspresyon profillerini daha da iyilestiren kofaktorlere

bagli olarak tanimlanmig gen gruplarini aktive ettigini iddia eder.
2.3.4 JAK-STAT Sinyalinin Negatif Diizenlenmesi

JAK'larin FERM bdlgesinin fosforilasyon aracili otoinaktivasyonu, yiizeydeki
reseptOr sayilarinin kaybi, JAK'larin bir reseptorden ayrilmasi, heterodimer rekabeti
ve STAT'larin ¢ekirdekten tasinmasi dahil olmak iizere birgok biyokimyasal siire¢

JAK-STAT yolunu diizenlemek i¢in bir araya gelir.

SOCS proteinleri, sitokinler ve diger uyaricilar tarafindan indiiklenir ve sitokin
reseptorii sinyallemesinin negatif geri besleme inhibitorleri olarak islev goriir. SOCS
islevi icin gecerli olan hipotez, SOCS proteininin SH2 alaniin aracilik ettigi bir ilk
reseptor baglanma asamasina, ardindan ubikuitin E3 ligaz etkinliginde yer alan
proteinlerle bir kompleks olusturan SOCS proteinlerinin etkinligini igeren ikinci bir
asamaya odaklanmistir (Kile, 2002). SOCS1, SOCS2 ve SOCS3'in sitokin
sinyallemesini diizenlemede secici temel fonksiyonlara sahip oldugu bulunmustur
(Alexander and D. J. Hilton, 2004). Genetik ¢alismalar, islev kaybi arastirmalarinin
yalnizca her bir SOCS proteininin gereksiz olmayan islevlerini tanimlayabildigi bir
sorunu giindeme getirmektedir. Bu etkilesimlerin iglevleri genetik tarafindan kolayca
belirlenemez ve normal hiicresel fizyolojideki rolleri heniiz kesin olarak

belirlenememistir.

SH2 alaninin ve SOCS bdliimiiniin islevleri ayrilabilir. SOCS1; IFN-yR'nin (ve
(ayrica IFN-apR) (Fenner et al., 2006; Gingras et al., 2004), IL-12R, IL-' nin ana
inhibitoriidiir. SOCS1'den yoksun fareler, asirt IFN-y sinyallemesinden hizla o6liir:
ancak IFN-y veya IFN-y sinyalleme miktarlarini azaltan bir¢ok yolla kurtarilabilir
(Alexander and D. J. Hilton, 2004). Bununla birlikte, SOCS1'in SOCS alanina sahip

olmayan ancak IFN-yR' ye baglanan SH2 alanin1 tutan fareler, diizenlenmemis IFN-
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y sinyalinin toksik etkilerinden kismen korunur (Zhang et al., 2001). Bu hem SH2
hem de SOCS alanlarinin sitokin sinyallemesine karsi inhibitor aktiviteye sahip
oldugunu gosterir. Bir SOCS proteini tarafindan iletilen iki inhibitor sinyalin, sitokin
reseptOrii sinyallemesini bloke etmek i¢in diger negatif sinyallerle nasil entegre

edildigi bilinmemektedir.

SOCS proteinlerinin genel biyokimyasal aktivitesi, aktive edilmis sitokin
sinyallemesini azaltmak oldugundan, SOCS proteinleri, fosforile edilmis STAT'larin
her yerde bulunmasini ve dolayisiyla onlarin bozulmasini, STAT sinyalinin genligini
azaltarak yonlendirir. Boyle bir mekanizma, dinamik bir sekilde meydana gelir, ¢linkii
STAT'lar, sinyalleme sirasinda siirekli olarak aktive edilmis reseptorlere alinirken,
secilen SOCS proteinleri, STAT aktivasyonuna yanit olarak siirekli olarak aktive
olur. SOCS proteinlerinin  kesfinden Onceki erken ¢alismalar, proteazom
inhibisyonunun sitokin reseptor sinyalini arttirdigini ve JAK-STAT yolunu bloke
etmede ubikuitin aracili bozulmay1 isaret ettigini kaydetmistir (Kim and Maniatis,
1996; Yu and Burakoff, 1997). Bu fikrin dogrulanmasi, ubikuitin tarafindan modifiye

edilen STAT proteinlerinin ylizdelerini 6lgmek i¢in hassas testler gerektirmektedir.

Birkag¢ arastirmaci, STAT DNA baglama aktivitesinin (SOCS proteinlerinin
indiiklenmesinden Once) diger reseptor sinyalizasyon sistemleri tarafindan hizla
inhibe edilebilecegini gozlemlemistir. Ornegin, STAT3 DNA baglama aktivitesi,
JAK-STAT sistemini kullanmayan IL-1R veya TLR4 iizerinden ortak sinyal
gonderilerek bloke edilir (Ahmed and Ivashkiv, 2000; Ahmed et al., 2002; Niemand
et al., 2003). Bu veriler, kinazlar, fosfatazlar ve diger enzimlerin sitokin
reseptOrlerinin yakininda toplanabilecegini ve islevlerini etkileyebilecegini iddia
eder. Bu yeterince anlasilmamis yolaklarin, ¢akisgan TLR, TNF-aR ve IL-1R
sinyallemesinin etkili oldugu inflamatuar tepkiler sirasinda 6nemli etkileri olabilecegi

distiniilmektedir.
2.4 Tofasitinib (TOFA)

Sitokinler, farkli tipte reseptorler ve farkli sinyal modlari kullanir (O’Shea et al.,
2013). Biiyiik bir alt grup, tip I ve tip II sitokin-reseptor siiper ailesi, gesitli sitokinleri
baglayan reseptorleri kapsar (O’Shea et al., 2013). Sitokin baglanmasi, JAK1, JAK2,
JAK3 ve tirozin kinaz 2 (TYK2) olmak iizere dort sitoplazmik tirozin kinazdan olusan

JAK'lar1 aktive eder. Aktive edilmis JAK'lar sirayla fosforile eder ve boylece sinyal
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transdiiseri ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) ailesinin iiyelerini aktive eder.
Aktive edilmis STAT'lar ¢ekirdege yer degistirir ve genlerin ekspresyonunu diizenler
(Vaddi et al.,, 2012; O’Shea et al., 2013). Bu nedenle JAK'lar, immiin hiicre
aktivasyonu, proinflamatuar sitokin iiretimi ve sitokin sinyallemesi i¢in kritik 6neme
sahiptir (Vaddi et al., 2012; O’Shea et al., 2013). Sonug olarak, JAK-STAT yolu ve
bu yolu kullanan sitokinler, immiin aracili hastaliktan kansere kadar ¢ok ¢esitli
hastaliklarin patogenezinde kritik roller oynamaktadir (O’Shea et al., 2013). CP-
690,550 olarak da bilinen ve baslangigta tasocitinib olarak adlandirilan TOFA,
JAK 'lar1 inhibe eden yeni bir oral molekiildiir (Vaddi et al., 2012). lag, organ allogreft
reddinin Onlenmesi ve inflamatuar otoimmiin hastaliklarin tedavisi i¢in bir
immiinosupresif ajan olarak gelistirilmistir (Vaddi et al., 2012). Ikinci acidan, TOFA,
RA i¢in sinifinin ilk JAK inhibitoriidiir (O’Shea et al., 2013).

2.4.1 Kimya

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

2.4.2 Farmakodinamik

TOFA, JAK ailesinin segici bir inhibitorii olarak kabul edilir, ¢iinkii diger
kinazlar lizerinde hemen hemen higbir etkisi yoktur (Vaddi et al., 2012; O’Shea et al.,
2013) .Insan tahlillerinde TOFA, JAK 'lara kars1 nanomolar etki gdstermistir ve giiclii
bir sekilde JAK3 ve JAK1'1 ve daha az bir 6l¢lide JAK2'yi inhibe etmistir.JAKS, IL-
2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 ve IL-21 i¢in ortak bir reseptor alt birimi olan ortak IL-2Rg
zincirine (g-zinciri) yapisal olarak baglanir (Vaddi et al., 2012; O’Shea et al., 2013) .
Bu nedenle JAK3, oncelikle immiin yanitlar i¢in dnemlidir (O’Shea et al., 2013).
Tersine, JAK1 ve JAK2, konak savunmasi ve hematopoezden biiylime ve noral

gelisime kadar degisen rollerle genis islevlere sahiptir (O’Shea et al., 2013).

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

TOFA, RA patogenezinde dnemli bir rol oynayan ¢oklu sitokinlerle etkilesime girer
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(Vaddi et al.,, 2012). Bu bulgularla uyumlu olarak, TOFA, RA'nin hayvan
modellerinde enflamasyon ve eklem hasarinda doza bagli olarak énemli bir azalmaya
yol agmustir (Ghoreschi et al., 2011; Milici et al., 2008; LaBranche et al., 2012). Fare
kollajeninin neden oldugu artritteki etkinlik hem JAK1 hem de JAK3 sinyal yollarinin
inhibisyonu ile koreledir, bu da TOFA'nin anti-inflamatuar aktivitesi i¢in sadece
JAK1 ve JAK3 inhibisyonunun gerekli oldugunu diisiindiirtir (Ghoreschi et al., 2011).
Sican adjuvaninin neden oldugu artritte, TOFA, osteoklast aracili artritik eklem
yapisal hasarimi baskiladi: bu etki, insan osteoklastlar1 ve T lenfositleri kullanilarak
daha fazla arastirildiginda, niikleer faktor-kB ligand (RANKL) {iretiminin azalmis
reseptdr aktivatoriine ikincil olarak ortaya ¢ikt1 (LaBranche et al., 2012). ilging bir
sekilde, JAK-STAT yolunun, saglikli deneklerin ve osteoartrit veya spondiloartriti
olan hastalarin sinovyumu ile Kkarsilastirildiginda aktif artritli hastalarin
sinovyumunda yiiksek oranda eksprese edildigi bulunmustur (Walker et al., 2006).
Aktif RA'll hastalarin sinovyum ve periferik kanindan kaynaklanan aktive CD4+ T
hiicrelerinin TOFA tedavisi, doza bagiml bir sekilde IL-17 ve INF-g iiretimini ve bu
hiicrelerin proliferasyonunu dogrudan baskilamistir (Maeshima et al., 2012). Ayrica
TOFA, CD4+ T hiicrelerinin inhibisyonu yoluyla dolayli bir sekilde sinovyal
fibroblastlar tarafindan IL-6 {iretimini ve CDI14+ monositleri tarafindan IL-8
tiretimini inhibe etti (Maeshima et al., 2012). Baska bir deyisle, TOFA 'nin esas olarak
CD4+ T hiicreleri tlizerinde etki gosterdigi ve ardindan hiicre proliferasyonunu ve
inflamatuar sitokinlerin tiretimini baskiladig1 goriilmistiir (Maeshima et al., 2012).
Ayrica, TOFA, RA sinovyal dokusundan izole edilen TNF ile uyarilan fibroblast
benzeri sinoviyositler tarafindan lenfosit ¢eken birka¢ kemokinin ekspresyonunu
inhibe ederek, T hiicrelerinin ve diger infiltre 16kositlerin toplanmasint sinirladi
(Rosengren et al., 2012). Son olarak, TOFA diger bagisiklik hiicrelerini, 6zellikle de
JAK'lar1 eksprese eden ve RA patogenezinde rol oynayan B hiicreleri ve mast
hiicrelerini hedef alabilir (Maeshima et al., 2012). Birlikte ele alindiginda, bu veriler
TOFA'nin RA'll hastalarda sinovyal inflamasyonu azaltma ve eklemlerin yapisal
hasarimi &nleme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Ote yandan, JAK'larn
inhibisyonu, enfeksiyonlar, anemi ve nétropeni ve lipid diizeylerindeki artiglar dahil

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

2.4.3. Farmakokinetik ve Metabolizma
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TOFA, pik konsantrasyonuna (Tmax) 0,5 -1 saatlik bir siire ve %74'lik bir oral
mutlak biyoyararlanim ile gastrointestinal kanaldan hizli ve iyi bir sekilde emilir
(Advisory Committee Briefing Document, 2012; FDA’s Center for Drug Evaluation
and Research, 2013; Lawendy et al., 2009; Cohen et al., 2010). TOFA 'nin yiiksek
yagl bir yemekle birlikte oral uygulamasi, aclik kosullarinda elde edilenden yaklagik
%30 daha diisiik bir maksimum plazma konsantrasyonu (Cmax) ile sonuglanmistir
(Advisory Committee Briefing Document, 2012). Bununla birlikte, plazma
konsantrasyonu-zaman egrisi (AUC) altindaki alanda higbir degisiklik olmamuistir, bu
da gida varliginin TOFA absorpsiyonunun kapsami iizerinde higbir etkisi olmadigini
gosterir  (Advisory Committee Briefing Document, 2012). Buna gore, klinik
caligmalarda TOFA yemekten bagimsiz olarak uygulandi (Advisory Committee
Briefing Document, 2012). Plazma proteinlerine yaklagik %40 baglanmasi g6z 6niine
alindiginda, TOFA'nin, protein baglanma bolgelerinden ilag yer degistirmeleri
nedeniyle farmakokinetik etkilesimler i¢in herhangi bir tehlike olusturmasi olasi
degildir (Advisory Committee Briefing Document, 2012; FDA’s Center for Drug
Evaluation and Research, 2013). intravendz uygulamadan sonra dagilim hacmi % 87
'dir. TOFA, plazma ve kirmizi kan hiicreleri arasinda esit olarak dagilir. Ortalama
eliminasyon yar1 dmrii (T1/2) ~ 3 saat ve goriinen oral klerensi (CI/F) ~ 22 I/h'dir
(Advisory Committee Briefing Document, 2012; FDA’s Center for Drug Evaluation
and Research, 2013; Lawendy et al., 2009; Cohen et al., 2010). Metabolizma,
TOFA 'nin toplam klerensinin %70'ini olusturur; kalan %30'u renal filtrasyon ve ana
ilacin salgilanmasindan sonra idrarla atilir (Advisory Committee Briefing Document,
2012; FDA’s Center for Drug Evaluation and Research, 2013). Kararli durum
konsantrasyonlari, TOFA tabletlerinin giinde iki kez uygulanmasindan sonra
minimum birikim 24-48 saat icinde elde edilir. Genel olarak, TOFA'nin
farmakokinetigi dogrusaldir ve sistemik maruziyette dozla orantili artislara yol agar
(Advisory Committee Briefing Document, 2012). RA'l1 hastalarda, EAA'daki
denekler arasi degiskenlik orta diizeydedir (ylizde degiskenlik katsayist %27)
(Advisory Committee Briefing Document, 2012). Viicut agirligi, cinsiyet, etnik koken
ve yas, TOFA'nin farmakokinetigini etkilemez (Advisory Committee Briefing
Document, 2012; FDA’s Center for Drug Evaluation and Research, 2013). Ote
yandan, bobrek yetmezligi TOFA maruziyetinde klinik olarak anlamli artiglara neden
olabilir (Advisory Committee Briefing Document, 2012; FDA’s Center for Drug
Evaluation and Research, 2013; Lawendy et al., 2009; Cohen et al., 2010; Chow et
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al., 2009). Bu nedenle, orta veya siddetli bobrek yetmezligi olan hastalarda onerilen
giinliik dozu yariya indirmek gerekir (yani, tahmini kreatinin klerensi £ 50 ml/dak).
Bununla birlikte, baslangicta kreatinin klerensi <40 ml/dk olan RA hastalarinda
TOFA ' nin ¢alisiimadigi vurgulanmalidir (Advisory Committee Briefing Document,
2012; FDA’s Center for Drug Evaluation and Research, 2013).

TOFA (6.2 mg/kg) ile giinde bir kez ve 29 giin boyunca tedavi edilen adjuvan
kaynakl1 artritli siganlarda tedavi sonrasi Olgiilen ortalama penge capinda tedavi
edilmeyen siganlara gére anlamli bir azalma oldugu bulundu ve caligma sonunda
serum CRP seviyelerinde TOFA ile tedavi edilen grupta tedavi edilmeyen gruba gore
Oonemli bir diisiis oldugu bulunmustur. Tedavi edilmeyen sicanlar daha yiiksek bir
histolojik inflamatuar skora (3,83 + 0,11) sahipken, TOFA ile tedavi edilen si¢anlarin
inflamasyon skoru anlamli 6lgiide daha diisiik (0,66 + 0,27) oldugu gorilmiistiir
(Gertel et al., 2017).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

Ondokuz May1s Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 2018/47
sayili izni ile yapilan yiiksek lisans tez calismamiza, agirliklar1 33718 gr olan Wistar
albino cinsi 24 adet erkek sican ile basland1 ancak daha sonra kontrol grubunda asir1
nobete bagli olarak 6len 7 hayvanin yerine istatistiksel analizi bozmayacak sekilde 5
yeni hayvan daha tutusturularak kontrol grubuna eklendi. Si¢anlar Ondokuz Mayis
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezinden (OMU-DEHAM) aliarak
kayitlarin alinacagt OMU-DEHAM’a bagh Tip Fakiiltesi Farmakoloji-Fizyoloji
Anabilim dal1 hayvan bekletme odasina getirildi. Hayvanlarin 1 hafta boyunca ortama

aligsmalar1 saglandi.
3.2. Deney Gruplan
Hayvanlar ortama alistiktan sonra rastgele iki gruba ayrildi.

1. Kontrol (n=16): Hayvanlar tutusana kadar her giin sabah saat 12:00 da TOFA’nin
coziiciisi %1°lik metilseliiloz enjekte edildi. Bir saat sonrasinda 35 mg/kg i.p. PTZ

enjekte edildi.

2. TOFA-tutusma grubu (n=8): Hayvanlar tutusana kadar her giin sabah saat 12:00
da %1°lik metilseliiloz i¢inde 5 mg/kg i.p. TOFA enjekte edildi. Bir saat sonrasinda
35 mg/kg i.p. PTZ enjekte edildi.

Tutusma prosediirii tamamlandiktan ve ECoG kayitlart i¢in elektrotlar
yerlestirildikten sonra kontrol grubu rastgele sham grubu (n=7) ve TOFA-tedavi (n=7)

olmak tizere 2 gruba ayrildi.

3. Sham grubu (n=7): Tutusma olusan hayvanlarda 0. Giin %1 lik metilseliiloz
uygulandiktan sonra PTZ ile akut epilepsi olusturuldu ve 7 giin boyunca %1 lik
metilseliiloz uygulandi; 7. Giin PTZ ile epileptik nobet olusturuldu.

4. TOFA-tedavi grubu (n=7): Tutusma saglanan hayvanlarda 0. Giin 5mg/kg TOFA
enjekte edildikten bir saat sonra PTZ ile akut epilepsi olusturuldu ve 7 giin boyunca
13:00 da 5 mg/kg TOFA 1i.p. olarak enjekte edildikten bir giin sonra tekrar PTZ ile
epileptik nobet olusturuldu.



3.3. Tlaclar ve Uygulama Yollai
Pentilentetrazol (PTZ)
Formiil: C6 H10 N4 (P6500 Sigma-Aldrich)
Molekiil Agirligr: 138,17 g/mol

Uygulama sekli: 35 mg/kg dozda,0.1 mL hacimde intraperitonal (i.p.) olarak

uygulandi. Steril izotonik soliisyonda (SF) ¢6ziindii.
TOFA

Formiil: C16H20N60O+C6H8O7

Molekiil Agirligi: 504,5 Da

Uygulama sekli: 5 mg/kg dozda %]1°lik metilselilloz da ¢oziilerek i.p. olarak
uygulandi.

3.4. Elektrokortikogram (ECoG) Kaydi

3.4.1. ECoG Kaydi icin Elektrotlarin Yerlestirilmesi

Operasyondan 1 gilin 6nce ac¢ birakilan hayvanlar ketamin/ksilazin (90/10
mg/kg) ile anestezi altina alindilar. Kornea ve penge refleksleri ile anestezinin
derinligi kontrol edildi. Anestezi uygulanan sigcanlarin kafa derileri tiras edilerek,
stereotaksi cihazina sabitlendi. Sonra kafa derisi rostrocaudal dogrultuda 3 cm’lik bir
insizyonla acildi ve deri katlanarak kafatasi ortaya ¢ikarildi. Kemik {izerindeki zar
temizlendikten sonra bregma saptandi. Bregma referans noktas: kabul edilerek
belirlenen koordinatlara (pozitif: anterior; 4 mm, sol lateral; +3 mm; negatif:
posterior; 4 mm, sol lateral; +3 mm; toprak: posterior; 4 mm, sag lateral; +3 mm) el
drilli kullanilarak, 1 mm genisliginde matkap ucu ile 3 delik acildi. Bu deliklere ECoG
kaydr i¢in, beyin zarlarina temas edecek sekilde paslanmaz gelikten 3 adet vida
yerlestirildi (Sekil 3.1.a) Hazirlanan tripolar elektrot, bu vidalara sarilarak dental

akrilik ile kafatasina sabitlendi.

Cerrahiden sonra enfeksiyonu onlemek i¢in hayvanlara 3 giin boyunca giinde 2
kez olmak iizere sultamisilin (50 mg/kg; 1.p.) enjekte edildi. Uygulanan bu cerrahi

islemden sonra siganlar tekli kafeslerde 1 hafta dinlenmeye birakildi.
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Sekil 3.1. a) Tripolar elektrodun sabitlenmesi i¢in vida takilmasi islemi. b) Elektrot takilmis hayvandan
EEG kaydi alinmasi esnasinda ¢ekilen goriintii.

3.4.2.11a¢ Enjeksiyonu ve ECoG Kaydi

[k asamada 24 sigan rastgele olarak 2 gruba ayrilmistir [Kontrol (n:16), TOFA
tutusma grubu(n:8)].

Kontrol grubuna si¢anlar tutusana kadar haftada 3 kez (Pazartesi, Carsamba,
Cuma) 20 enjeksiyon boyunca (tutusanlara devam edilmemek kosuluyla) 12:00 da
%1'1lik metilseliiloz i.p. olarak, 13:00'da 35 mg/kg PTZ i.p. olarak enjekte edildi.
Tutusma tamamlandiktan sonra tutusan siganlarin kafatasina elektrot takildi. Elektrot
takilmasi1 isleminden 1 hafta sonra, hayvanlara rastgele olarak iki ayr1 gruba

ayrilmistir (Sham grubu ve TOFA-tedavi grubu).

TOFA-tutusma grubuna siganlar tutusana kadar haftada 3 kez (Pazartesi,
Carsamba, Cuma) 20 enjeksiyon boyunca (tutusanlara devam edilmemek kosuluyla)
12:00 da %1 lik metilseliilozda ¢6ziinen 5 mg/ kg TOFA 1i.p. olarak, 13:00 "da 35
mg/kg PTZ i.p. olarak enjekte edildi.

Kontrol grubu ve TOFA-tutusma gruplarinda PTZ enjeksiyonlar1 sonrasinda
nobet davraniglart evrelendi. Ayni zamanda tutusma sayilar1 birbirleriyle

karsilastirildi.
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Sham grubuna (n:7) 1 hafta iyilesme periyodundan sonra (0. Giin) 12:00 da
%1"lik metilseliiloz ve 13:00 “da i.p. olarak PTZ verilerek 30 dakika ECoG kayd1
alimmistir ve 7 giin boyunca giinde bir defa olmak iizere saat 12:00 da %1 lik
metilseliiloz verilip 7. Giin 13:00°da PTZ verilerek hayvanlara yerlestirilmis jak
¢ikisina, jak girisi takildi ve bu giris PowerLab veri kazanim sistemine baglanarak

beyinden 30 dakika bazal ECoG kaydi alind1 (Sekil 3.1.b).

TOFA-tedavi grubuna (n:7) 1 hafta iyilesme periyodundan sonra (0. Giin) 12:00
da %1 lik metilseliilozda ¢6ziinen 5 mg/kg i.p. olarak TOFA verildi ve 13:00 'daPTZ
verilerek 30 dakika ECoG kaydr alinmistir ve 7 giin boyunca giinde bir defa olmak
tizere saat 12:00 da %1 lik metilseliizda ¢6ziinen 5 mg/kg i.p. olarak TOFA verilip 8.
Giin 13:00"da PTZ verilerek hayvanlara yerlestirilmis jak ¢ikisina, jak girisi takildi ve
bu giris PowerLab veri kazanim sistemine baglanarak beyinden 30 dakika bazal ECoG

kaydi alind1.

PTZ enjeksiyonlar1 sonrasinda nobet davranislar1 evrelendi. Elde edilen spike

dalgalari bilgisayara kaydedildi ve off-line olarak analiz edildi.
3.5. Davramissal Analiz

PTZ enjeksiyonundan itibaren 30 dakika hayvanlar agagida verilen Fischer ve

Kittner'in (Fischer ve Kittner, 1998) nobet skalasina gore degerlendirildi.
FISCHER & KITTNER NOBET SKALASI

Evre 0: Nobet aktivitesi yok

Evre 0.5: Zayif bas sallama

Evre 1: Kulak, yiiz ve g6z kapagi segirmeleri

Evre 1.5: On ekstremitelerde 1limli klonik aktivite

Evre 2: Miyoklonik viicut jerkleri, yiikselme olmaksizin klonik 6n ekstremite

konviilsiyonlari

Evre 2.5: Sik klonik 6n ekstremite konviilsiyonlari, kisa siireli (tam olmayan)

ylikselme

Evre 3: Tam yiikselme ile birlikte ciddi bilateral on ekstremite klonusu (>10 sn)
(Kanguru pozisyonu) Evre 3.5: Ciddi bilateral 6n ekstremite klonusuna ek olarak

yukselme ve diisme
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Evre 4: Yikselme-diisme epizotlar1 veya sicramalarla birlikte jeneralize klonik

konviilsiyonlar

Evre 4.5: Diizelme refleksinin kaybi ile birlikte jeneralize klonik-tonik nobetler (6n

ekstremitenin tonik ekstensiyonu)
Evre 5: Generalize klonik-tonik nébetler ve status epilepticus (> 2 dakika)
3.6. Elektrokortikogram Analizi

Powerlab veri kazanim sistemi araciligiyla bilgisayara kaydedilmis olan
epileptiform aktivite (ECoG kayitlar1) offline olarak ilk myoklonik jerk latansi,
toplam spike sayist ve jeneralize tonik-klonik nobet siiresi parametreleri agisindan
LabChart v 7.0.3 (Powerlab, ADInstruments, Avustralya) programi yardimiyla analiz
edildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Labchart-7 programinda analiz goriintiisi

3.7. istatistiksel Analiz

Elektrofizyolojik analizlerden elde edilen verilerin istatistiksel analizinde
Graphpad prism-8 programi kullanildi (Graphpad sowtware, Inc, California). Ilk
olarak elde edilen verilerinin normal dagilima uyup-uymadigin1 belirlemek igin
Shapiro Wilk normalite testi uygulandi. Normal dagilima uyan verilerin analizinde
bagl ve bagimsiz degiskenli t-testi kullanildi. Normal dagilima uymayanlar igin ise,
Mann-Whitney U testi ve Wilcoxon bagimli iki 6rnek testi kullanildi. p < 0,05 anlaml
olarak kabul edildi.

26



4. BULGULAR

4.1. TOFA’nin (5 mg/kg) Tutusmaya EtKkisi

Deneyde kullanilan hayvanlar bir hafta boyunca ortama alismalar1 igin OMU-
DEHAM’a bagli Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dali hayvan odasinda bekletildi.
Deneyin ilk asamasinda toplamda 24 hayvan 2 gruba ayrildi. Biitiin hayvanlar tutusana
kadar 20 enjeksiyon yapildi. 1. Grup Kontrol grubuna (n=16) ise tutusturma esnasinda
35 mg /kg PTZ verilmeden bir saat dnce TOFAin ¢oziiciisii olan %1 lik metilseliiloz
verildi ve PTZ verildikten sonra 30 dakika boyunca cam kafeslerde gézlemlendi, nobet
geciren hayvanlarin ndbet evreleri not edildi. 2. Grup TOFA tutusma grubuna (n=8)
tutusturma esnasinda 35mg/kg PTZ verilmeden bir saat dnce 5 mg/kg TOFA verildi
ve PTZ verildikten sonra 30 dakika boyunca cam kafeslerde gézlemlendi, bu esnada
nobet gegiren hayvanlarin nobet evreleri not edildi. TOFA-tutusma grubundan 3
hayvanda tutusma meydana gelmezken 6len hayvan olmadi. Kontrol grubundan
tutusturma esnasinda tutusmayan 3 hayvan ve Olen 4 hayvan yerine tutusturma
protokolii uygulanan 5 hayvan daha calismaya dahil edilerek tutusma grubu 14
hayvana tamamlandi.

TOFA-tutusma grubu ve Kontrol grubu nobet evreleri ve tutusma enjeksiyon
saysist agisindan Kkarsilastirilarak analiz edildi (Sekil 4.1). Nobet evreleri
karsilastirildiginda TOFA-tutusma grubunun 20 enjeksiyon sonrasindaki ortalama
ndbet evresi kontrol grubundan daha diisiik olarak bulundu (p<0,05). TOFA-tutusma
grubunun ortalama nobet evresi 1,98 + 0,15 iken, kontrol grubunda 2,71 + 0,19 olarak
saptandi (Sekil 4.1). PTZ uygulamasindan bir saat dnce uygulanan TOFA tutusma igin
gerekli olan enjeksiyon sayisini anlamli olarak azaltti (p<0,05). Tofa tutusma
grubunda tutusma igin gerekli enjeksiyon sayist 16,4 + 1,1 iken kontrol grubunda
enjeksiyon sayis1 12,8 + 0,73 olarak bulundu (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Kontrol grubunun ve TOFA-tutusma grubunun tutusma esnasindaki nobet evreleri.
g
**p<0,01 kontrol grubuyla karsilastirildiginda.
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Sekil 4.2. Kontrol grubunun ve TOFA-tutugsma grubunun tutugma i¢in gereken enjeksiyon sayilart
*p<0,05 kontrol grubuyla karsilastirildiginda.
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Deneyin ikinci agamasinda tutusan 14 hayvan cerrahi igleme alinarak kafalarina
tripolar elektrotlar takildi. Hayvanlar rastgele olarak iki gruba ayrildi (Sham grubu ve
TOFA-tedavi grubu). Sham grubundaki veya TOFA-tedavi grubundaki hayvanlara 0.
giin TOFa’nin ¢oziiclisii veya 5 mg/kg TOFA uygulandiktan 1 saat sonra PTZ
uyguland1 ve ECoG kayitlar elde edildi. Daha sonra ayni1 hayvanlara 6 enjeksiyon
daha uygulandi. Yedinci enjeksiyondan 24 saat sonra her iki gruba da PTZ

uygulanarak ndbet davranisi ve ECoG parametreleri (Sekil 4.3) analiz edildi.

bt
\\

1) Sham grubu

2)TOFA-tedavi

Sekil 4.3. Nobet esnasinda sham grubu ve TOFA-tedavi gruplarindan elde edilen ECoG kayit goriintiisii
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4.2. Tutusan Sicanlara Uygulanan 5 mg/kg TOFA’nin Akut Etkisi

Akut uygulanan TOFA (5 mg/kg) sham grubuyla karsilastirildiginda nobet
evresi anlamli olarak degistirmedi (Sekil 4.4). TOFA-tedavi grubunun ortalama akut
nobet evresi 3,38 + 0,16 iken, sham grubundaki ortalama akut nébet evresi 3,75+0,13

olarak bulundu.

[k myoklonik jerk latans: incelendiginde akut uygulanan 5 mg/kg TOFA, sham
grubuna gore anlamli bir fark olusturmadi (Sekil 4.5). TOFA-tedavi grubunun ilk
myoklonik jerk latans1 113,13 + 11,16 iken, sham grubunun ilk myoklonik jerk latansi
98,5 £ 8,84 olarak saptandi.

Otuz dakika boyunca elde edilen toplam spike sayisi incelendiginde akut
uygulanan 5 mg/kg TOFA uygulamasi sham grubuna gore anlamli bir fark olusturmadi
(Sekil 4.6). TOFA-tedavi grubunun toplam spike sayist 503,13 + 48,35 iken, sham
grubunun toplam spike sayist 596,63 + 36,41 olarak hesaplandi.

Jeneralize tonik-klonik nobet siiresi incelendiginde akut uygulanan 5 mg/kg
TOFA uygulamasi sham grubuna gore anlamli bir fark olusturmadi (Sekil 4.7). TOFA-
tedavi grubunun Jeneralize tonik-klonik ndébet siiresi 55,63 + 6,55 iken, sham

grubunun ilk myoklonik jerk latans1 69,13 + 8,72 olarak hesaplandi.

4.3.Tutusan Sicanlara 1 Hafta Boyunca Uygulanan 5 mg/kg TOFA nin
Etkisi

Bir hafta boyunca uygulanan TOFA (5 mg/kg) sham grubuyla
karsilastirildiginda nobet evresi anlamli olarak azaldi (p<0,001; Sekil 4.4). TOFA-
tedavi grubunun ortalama akut nobet evresi 2,63 + 0,18 iken, Sham grubundaki

ortalama akut nobet evresi 3,81 + 0,19 olarak tespit edildi.

Bir hafta boyunca 5 mg/kg TOFA uygulamasi ilk myoklonik jerk latansini sham
grubuna gore anlamli olarak artirdi (p<0,05; Sekil 4.5). TOFA-tedavi grubunun ilk
myoklonik jerk latans1 148,12 + 23,64 iken, sham grubunun ilk myoklonik jerk latansi
93,12 + 8,81 olarak saptand.

Yedi enjeksiyondan sonra toplam spike sayist incelendiginde TOFA-tedavi
grubunun toplam spike sayisi sham grubuna gore daha az olarak saptandi (p<0,01; Sekil
4.6). TOFA-tedavi grubunun toplam spike say1s1 386,00 + 37,66 iken, sham grubunun
toplam spike sayis1 644,38 = 37,66 olarak hesaplandi.
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Jeneralize tonik-klonik nobet siiresi incelendiginde, 1 hafta boyunca uygulanan
5 mg/kg TOFA uygulamasi sham grubuna gore jeneralize tonik-klonik nobet siiresini
azaltt1 (Sekil 4.7). TOFA-tedavi grubunun jeneralize tonik-klonik nébet siiresi 49 +
7,33 iken, sham grubunun ilk myoklonik jerk latans1 77,75 + 10,16 olarak hesaplandi.

Sham grubunun yedinci giinii ile sifirinct giinii arasinda higcbir parametre
acisindan fark bulunmadi. Yedi giin TOFA uygulamasi ile akut TOFA uygulamasi
arasinda higbir parametre agisindan anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7).
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Sekil 4.4. Sham grubu ve TOFA-tedavi gruplarinin akut ve 1 hafta ilag uygulamasindan sonra PTZ
uygulamasiyla birlikte elde edilen ndbet evreleri.
*p<0,001 sham grubuyla karsilastirildiginda.
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Sekil 4.5. Sham grubu ve TOFA-tedavi gruplarinin akut ve 1 hafta ila¢ uygulamasindan sonra PTZ
enjeksiyonuyla birlikte elde edilen ilk myoklonik jerk latansi.
*p<0,05 sham grubuyla karsilastirildiginda.
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Sekil 4.6. Sham grubu ve TOFA-tedavi gruplarinin akut ve 1 hafta ilag uygulamasindan sonra PTZ
enjeksiyonuyla birlikte elde edilen toplam spike sayisi.
*p<0,01 sham grubuyla karsilastirildiginda.
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Sekil 4.7. Sham grubu ve TOFA-tedavi gruplarinin akut ve 1 hafta ilag uygulamasindan sonra PTZ
enjeksiyonuyla birlikte elde edilen jeneralize tonik-klonik nobet siiresi.
*p<0,05 sham grubuyla karsilastirildiginda.
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5. TARTISMA

Epilepsi giliniimiizde heniiz patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamayan ve
aragtirtlmaya devam eden yaygin norolojik hastaliklardan biridir. Epilepsiye yonelik
calismalar ve tedavi yontemleri yiizyillar 6ncesine kadar uzanmaktadir. Bu hastaligin
kimyasal olarak ilk tanimi yapan Thomas Willis; nébetlerin baslangicinin kaslardan
degil beyinden oldugunu kesfederek ayni zamanda nobet esnasinda hafiza kayb1 da
olustugunu aciklamistir. Yiizyillar igerisinde epilepsiye dair tanimlamalar ve
mekanizmasina ait bilinenler evrim gegirse de, tam olarak tedavi edilemeyen ve
cocukluk ¢agindan yasliliga kadar her yas grubundaki insanlarin yasam kalitesini

ciddi oranda diisiiren epilepsi hakkindaki arastirmalar devam etmektedir.

Epileptik bir ndbet esnasinda beyinde asir1 anormal veya senkronal bir néron
aktivitesi olusmaktadir. Bu agir1 ndronal desarjlarin nedenlerinden bir tanesi de bizim
calismamizda epileptik ndbet olusturmak ic¢in kullandigimiz (PTZ modeli)
GABAEerjik sistemin inhibe edilmesidir. GABA-A beyindeki birincil inhibitor
norotransmitter reseptoriidiir ve baskilanmasi ile birlikte néronlardaki uyarilabirligin
tizerindeki baski ortadan kalkarak asiri desarj olmalarma ve epileptik nobetlerin

ortaya ¢ikmasina neden olur (Lavoie et al., 1997; Brooks et al., 1998).

TOFA, JAK3'lin ATP baglama bolgesine baglanan agizdan temin edilebilen bir
bilesiktir. Bununla birlikte, son kinom baglanma haritalari, TOFA nin sadece JAK3'i
degil ayn1 zamanda JAK?2'yi de inhibe ettigini ve ayrica hem JAK1 hem de JAK?2'deki
ATP bolgesine baglanabildigini gostermistir (Karaman et al., 2008; Williams et al.,
2009). Ayrica, hayvan modellerinde hem JAK1/JAK2'in IL-6 tarafindan hem de
JAK1/JAK3'in IL-15 tarafindan aktivasyonu ve ardindan ilgili STAT proteinlerinin
fosforilasyonu, hayvan modellerinde TOFA tarafindan inhibe edildi. Goreschi ve
arkadaglar1 (Ghoreschi et al., 2011) ayrica TOFA nin interferon-y (IFN-y) ve IL-6 ve
daha az olglide IL-12 ve IL-23 tarafindan sinyallemeyi potansiyel olarak inhibe
ettigini bildirdi. Bu nedenle, TOFA su anda JAK1 ve JAK3'i ve daha az bir dlgiide
TYK2 iizerinde minimum etkiye sahip JAK2'yi tercihen inhibe eden bir pan-JAK
inhibitorii olarak kategorize edilmektedir. TOFAIN in vivo etkinlikleri, baslangicta,
bir murin heterotropik kalp transplantasyon modelinde ve TOFA monoterapisi ile
greft sagkaliminin uzatilmasiyla insan dis1 bir primat bobrek transplantasyonu
modelinde transplant reddinin Onlenmesiyle gosterilmistir (Changelian et al.,

2003). TOFA ile tedavi edilen kemirgen aort transplantasyon modeli ve insan dis1


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299921006233?casa_token=osGthi4qoMoAAAAA:n42OCKkb6c3HICq2dsTdMSOHc6kkdl64uQhCVFLK2q-v9Xg6Gcr450UKz6o9-vqYzVwZc32e#bib72
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primat bobrek transplantasyonu modeli ile yapilan ek ¢alismalar da greft sagkaliminin
onemli 6l¢iide arttigini géstermistir (Borie et al., 2005; Rousvoal et al., 2006).

TOFAnin artrit hayvan modeli tizerindeki etkisi in vivo olarak murin kollajen
kaynakl1 artrit (CIA), sican adjuvan kaynakli artrit ve K/BxN serum transfer artriti ile
degerlendirilmistir (Rousvoal et al., 2006). TOFA'nin hastalik baslangicinda
uygulanmasi, inflamatuar hiicre akisim1 ve eklem hasarin1 6nemli Olgiide
azaltmistir. TOFA, yerlesik bir murin CIA'sina uygulandiginda, JAK1 ve JAK3 sinyal
yollarinin inhibisyonu ve eklemde Statl'e bagli gen ekspresyonunun baskilanmasi
yoluyla artrit ve inflamasyon hizla iyilestirilmistir. Ayrica, TOFA, IFN-y ve STAT1'e
bagli oldugu bilinen bir model olan in vivo LPS' ye akut yanit1 azaltmistir (Ghoreschi
et al., 2011). Bu sonuglar, TOFA'nin JAKI ve JAK3', ardindan STATI'Q ve
TOFA'nin anti-enflamatuar etkisinin verimli bir sekilde yayilmasina katkida bulunan
Statl ile indiiklenebilir genlerin ekspresyonunu etkili bir sekilde inhibe ettigini
gosterir. Calismamizda tutusma esnasinda TOFA tutusma grubundan hi¢ hayvan
6lmezken, PTZ grubun tutusturma esnasinda 4 hayvan 6lmiis olmasi bize TOFA nin
antiinflamatuar etkilerinin epileptik ndbetlerin beyinde meydana getirdigi hasari
azaltabilecegini ve noroprotektif etki gosterdigini diisiindiirmektedir.

JAK/STAT, JAK ve STAT'm kombinasyonundan olusan sinyal yolu olarak
bilinir. Bu yol, hiicresel ¢ogalma, farklilasma, hematopoez, apoptoz, bagisiklik
hiicresi gelisimi, kok hiicre ¢ogalmasi, homeostatik siireglerin diizenlenmesi gibi
cesitli fizyolojik islevlerde gorev alir (Ghoreschi et al., 2009). JAK/STAT ayni
zamanda ndronun hayatta kalmasi, 6liimii ve sinaptik plastisite ile de ilgilidir (Dedoni
et al., 2010; Gupta et al., 2011; Mikela et al., 2010; Nicolas et al., 2012). Calismalar
, JAK/STAT yolunun aktivasyonunun , STAT3 aracili gen diizenlemesi yoluyla
indiiklenebilir cAMP erken baskilayicinin (ICER) ekspresyonu ile sonuglandigini
gostermistir (Hixson et al., 2019a, 2019b; Lund et al., 2008; Raible et al., 2014).
Ayrica ICER, gabral/ GABRAI geni tarafindan kodlanan GABA-A reseptoriiniin al
alt biriminin ekspresyonundan sorumlu geni bastirdig1 ve bdylelikle GABA-A nin

inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur (Lund et al., 2008).

Cesitli deneysel ve klinik caligmalar, JAK/STAT aktivasyonunun temporal lob
epilepsisindeki roliinii ortaya koymustur. Birgok caligmaya gore, JAK2/STATS3 yolu,
deneysel status epileptikusu indiikledikten 1 saat sonra hipokampiiste aktive olur ve

burada STAT3 regiileli geninin aktif oldugu gézlemlenmistir (Raible et al., 2014). Bu
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aktive edilmis STAT3 genleri, GABA-A reseptdor alt biriminde yer
almaktadir. Grabenstatter ve ark. sican pilokarpin paradigmasinda status epileptikus
sirasinda STAT3 fosforilasyonunu bloke etmenin gelecekteki nobetlerin siddetini
azalttigini kesfetmistir (Grabenstatter et al., 2014 ). Ek olarak, JAK/STAT inhibitori
WP1066'nin pilokarpin sican epilepsi modelinde latent fazdan sonra spontan
nobetlerin sayisini azalttigi bildirilmistir ( Grabenstatter et al., 2014). Yaptigimiz
calismada da bu bulgulara benzer olarak 1 hafta boyunca uygulanan TOFA’nin nébet
siddetini azalttigini ortaya koyduk.

JAK/STAT yolunun, epileptikustan sonra STAT3 fosforilasyonunu artirarak
hipokampusta GABA-A reseptor (GABAAR) alt birim a1 ekspresyonunu diizenledigi
gosterilmistir (Lund et al., 2008a). Al alt birimi iceren GABA-A reseptorlerindeki
azalmanin, noébetleri takiben hayvanlarin hipokampusunda artan hipereksitabiliteyi
engelledigi diistiniilmektedir (Brooks-Kayal et al., 1998; Peng et al., 2004; Zhang et
al., 2004; Raol et al., 2006). GABA 'nin GABA-A reseptorlerine baglanmasi hiicre igi
kanallarin ac¢ilmasini saglayarak klor (Cl) iyonunun hiicre i¢ine girmesine izin
vermektedir. Bu da néronal elektriksel aktivitenin hizli bir sekilde inhibisyonunu
saglamaktadir. GABA-A iletimindeki azalmanin in vitro ortamda memeli
neokorteksinde epileptiform aktiviye neden oldugu ¢esitli arastirmalarda
gosterilmistir (Dibbens et al. ,2009). Calismamizda da TOFA’nin epileptogenezde
gozlemledigimiz antikonviilzan etkilerinin de JAK larin GABA-A nin inhibisyonuna
neden olan STAT ile baglantisin1 engelleyerek iiretimini baskiladigindan dolayisiyla
da GABA inhibisyonu iizerindeki baskinin kalkmasindan kaynakli oldugunu
diisiinmekteyiz.

Yapilan bir ¢alismada; TOFA 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg, 50 mg/kg olmak
tizere dort farkli doz intravenoz olarak, 10 mg/kg, 20 mg/kg, 50 mg/kg, 100 mg/kg
olmak {izere dort farkli doz ise oral olarak verilmistir ve plazma konsantrasyonu-
zaman egrisi (EAA) agisindan degerlendirilmistir. Intravendz olarak verilen dozlarin
plazma konsantrasyon zaman egrisinin oral olarak verilen dozlara gore ¢ok daha
yiiksek oldugu bulunmustur; buna ek olarak ise intagastrik ve intraduedonal arasinda
anlamli olarak bir fark bulunamamistir. Bu ¢alisma yine TOFA 'nin EAAsinin doza
baglh oldugunu da ispatlamistir (Ji Sang et al., 2019). Ruihong ve arkadaslar
caligmalarinda 1,5 mg/kg ve 5 mg/kg olmak iizere iki farkli TOFA dozu kullanmiglar
ve bu dozlarin antiinflamatuar etkilerini arastirmislardir. Bu dozlarda pence 6deminin

hafiflemesi incelendiginde yiiksek dozun antiinflamatuar etkisi ¢ok az da olsa daha

37


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299921006233?casa_token=osGthi4qoMoAAAAA:n42OCKkb6c3HICq2dsTdMSOHc6kkdl64uQhCVFLK2q-v9Xg6Gcr450UKz6o9-vqYzVwZc32e#bib47
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299921006233?casa_token=osGthi4qoMoAAAAA:n42OCKkb6c3HICq2dsTdMSOHc6kkdl64uQhCVFLK2q-v9Xg6Gcr450UKz6o9-vqYzVwZc32e#bib47

yiiksek oldugu ancak anlamli bir fark yaratmadigi bulunmustur (Ruihong et al., 2020).
Biz de yapilan ¢alismalarda da etkin doz olarak gosterilen 5 mg/kg TOFA'y1
intraperitoneal olarak kronik epilepsili olan si¢anlara uyguladik ve bu dozun
jeneralize epileptik ndbetleri azalttigini saptadik. Buradan hareketle, romatolojik
hastaliklarin tedavisinde kullanilan TOFA, akut olarak etki etmese de kronik epilepsili

hastalarin uzun siireli tekrarlayan ndbetlerinin azaltilmasinda etkili olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada PTZ ile tutusturulan hayvanlarda TOFA 'nin hem epilepsi
olusumuna etkisini hem de 1 hafta boyunca uygulanmasmin tutusan sicanlarin
ndbetleri lizerine olan etkisini arastirdik. Bu asamada hem gozlemsel verilerden hem
de elektrofizyolojik bulgulardan yararlandik. Istatistiksel analiz sonuglarimizi TOFA
tedavi grubu ve kontrol grubuyla kiyasladik. TOFA'nin ndbetler lizerine olumlu

etkileri oldugu sonuglarina ulastik.

Sonug olarak, bir JAK/STAT inhibitorii olan TOFA, beyinde ndbetlerin
altinda yatan mekanizmalar1 etkileyerek epileptogenezi ve ayrica olusmus olan
nobetleri azaltmaktadir. Yapilan bu ilk ¢caligsma ile birlikte TOFA ’nin bu etkisinin ileri
molekiiler ve biyokimyasal ¢alismalar ile desteklenmesi ve etki ettii yolaklarin

aydinlatilmasi gerektigini diistinmekteyiz.



7. KAYNAKLAR

Aaberg, KM, Surén P, Segraas CL, et al. (2017)Seizures, syndromes, and etiologies
in childhood epilepsy: The International League Against Epilepsy 1981, 1989,
and 2017 classifications used in a population-based cohort.
Epilepsia;58(11):1880-1891.

Ahmed, S. T., A. Mayer, J. D. Ji, and L. B. Ivashkiv. (2002). Inhibition of IL-6
signaling by a p38-dependent pathway occurs in the absence of new protein
synthesis. J. Leukocyte Biol. 72: 154 —162.

Ahmed, S. T., and L. B. lvashkiv. (2000). Inhibition of IL-6 and IL-10 signaling
and Stat activation by inflammatory and stress pathways. J. Immunol. 165:
5227-5237.

Alexander, W. S., and D. J. Hilton. (2004). The role of suppressors of cytokine
signaling (SOCS) proteins in regulation of the immune response. Annu. Rev.
Immunol. 22: 503-529.

Angelatou, F., Pagonopoulou, O., & Kostopoulos, G. (1991).Changes in seizure
latency correlate with alterations in Al adenosine receptor binding
during daily repeated pentylentetrazol-induced convulsions in different

mouse brain areas. Neuroscience Letters. 132 (2), 203-206 .

Beghi E, Giussani G, Nichols EGBD 2016 Epilepsy Collaborators. , et al;
(2016). Global, regional, and national burden of epilepsy, 1990- 2016: a
systematic analysis for the Global Burden of Disease Study. Lancet
Neurol 2019;18(04):357-375

Behrmann, 1., T. Smyczek, P. C. Heinrich, H. Schmitz-Van de Leur, W.
Komyod, B. Giese, G. Muller-Newen, S. Haan, and C. Haan. (2004).
Janus kinase (Jak) subcellular localization revisited: the exclusive
membrane localization of endogenous Janus kinase 1 by cytokine receptor
interaction uncovers the Jak receptor complex to be equivalent to a
receptor tyrosine kinase. J. Biol. Chem. 279: 35486 —35493.

40



Berenson, L. S., J. Yang, B. P. Sleckman, T. L. Murphy, and K. M. Murphy.
(2006). Selective requirement of p38 MAPK in cytokine-dependent, but
not antigen receptor-dependent, Thl responses. J. Immunol. 176: 4616 —
4621.

Berenson, L. S., M. Gavrieli, J. D. Farrar, T. L. Murphy, and K. M. Murphy.
(2006). Distinct characteristics of murine STAT4 activation in response
to IL-12 and IFN-. J. Immunol. 177: 5195-5203.

Beretta, S., Carone D, Zanchi CPRO-LONG Study Group, et al. (2017).Long-
term applicability of the new ILAE definition of epilepsy. Results from the
PRO-LONG study. Epilepsia;58(09): 1518-1523 15

Bonifacino, J. S. (2002). Quality control of receptor-kinase signaling

complexes. Dev. Cell. 2: 1-2. 3.

He, K., X. Wang, J. Jiang, R. Guan, K. E. Bernstein, P. P. Sayeski, and S. J.
Frank. ( 2003). Janus kinase 2 determinants for growth hormone receptor
association, surface assembly, and signaling. Mol. Endocrinol. 17: 2211
22217.

Borie, D.C., Larson, M.J., Flores, M.G., Campbell, A., Rousvoal, G., Zhang, S.,
Higgins, J.P., Ball, D.J., Kudlacz, E.M., Brissette, W.H., Elliott, E.A.,
Reitz, B.A., and Changelian, P.S. (2005) Combined use of the JAK3
inhibitor CP-690,550 with mycophenolate mofetil to prevent kidney
allograft rejection in nonhuman primates. Transplantation 80, 17561764

Bosak M, Stowik A, Kacorzyk R, Turaj W. (2019) Implementation of the new
ILAE classification of epilepsies into clinical practice - a cohort study.
Epilepsy Behav;96:28-32

Bragin, A., Azizyan, A., Almajano, J., Wilson, C. L., & Engel, J., Jr. Analysis
of chronic seizure onsets after intrahippocampal kainic acid injection in
freely moving rats. Epilepsia. 46 (10), 1592-1598 (2005).

Brooks-Kayal, A.R., Shumate, M.D., Jin, H., Rikhter, T.Y., Coulter, D.A.(1998)

. Selective changes in single cell GABA A receptor subunit expression and
function in temporal lobe epilepsy. Nat. Med. 4, 1166-1172.

Brooks-Kayal, A.R., Shumate, M.D., Jin, H., Rikhter, T.Y., Coulter, D.A.,
1998. Selective changes in single cell GABA A receptor subunit

41



expression and function in temporal lobe epilepsy. Nat. Med. 4, 1166—
1172.

Changelian, P.S., Flanagan, M.E., Ball, D.J., Kent, C.R., Magnuson, K.S.,
Martin, W.H., Rizzuti, B.J., Sawyer, P.S., Perry, B.D., Brissette, W.H.,
McCurdy, S.P., Kudlacz, E.M., Conklyn, M.J., Elliott, E.A., Koslov, E.R.,
Fisher, M.B., Strelevitz, T.J., Yoon, K., Whipple, D.A., Sun, J.,
Munchhof, M.J., Doty, J.L., Casavant, J.M., Blumenkopf, T.A., Hines,
M., Brown, M.F., Lillie, B.M., Subramanyam, C., Shang-Poa, C., Milici,
A.J., Beckius, G.E., Moyer, J.D., Su, C., Woodworth, T.G., Gaweco, A.S.,
Beals, C.R., Littman, B.H., Fisher, D.A., Smith, J.F., Zagouras, P.,
Magna, H.A., Saltarelli, M.J., Johnson, K.S., Nelms, L.F., Des Etages,
S.G., Hayes, L.S., Kawabata, T.T., Finco-Kent, D., Baker, D.L., Larson,
M., Si, M.S., Paniagua, R., Higgins, J., Holm, B., Reitz, B., Zhou, Y.J.,
Morris, R.E., O’Shea, J.J., and Borie, D.C. (2003) Prevention of organ
allograft rejection by a specific Janus kinase 3 inhibitor. Science 302,
875878

Chen, Z., R. Lund, T. Aittokallio, M. Kosonen, O. Nevalainen, and R.
Lahesmaa. (2003). Identification of novel IL-4/Stat6-regulated genes in T
lymphocytes. J. Immunol. 171: 3627-3635. 20.

Chow V, Krishnaswami S, Chan G, et al. (2009) Pharmacokinetics of CP-
690,550, A Janus kinase inhibitor, in subjects with impaired renal
function and end-stage renal disease [abstract PI1-85]. Clin Pharmacol
Ther;85(Suppl 1):S63

Chtanova, T., R. A. Kemp, A. P. Sutherland, F. Ronchese, and C. R. Mackay.
2001. Gene microarrays reveal extensive differential gene expression in
both CD4 and CD8 type 1 and type 2 T cells. J. Immunol. 167: 3057—
3063.

Cloyd J, Hauser W, Towne A, et al. Epidemiological and medical aspects of
epilepsy in the elderly. Epilepsy Res 2006;68(Suppl 1): S39-S48

Cohen S, Zwillich SH, Chow V, et al. Co-administration of the JAK inhibitor
CP-690,550 and methotrexate is well tolerated in patients with

42



rheumatoid arthritis without need for dose adjustment. Br J Clin
Pharmacol 2010;69:143-51

Contreras D. Experimental models in epilepsy. Elsevier Academic Press, USA.
Revista de Neurologia 2000;30:370-376.

Cornish, A. L., G. M. Davey, D. Metcalf, J. F. Purton, J. E. Corbin, C. J.
Greenhalgh, R. Darwiche, L. Wu, N. A. Nicola, D. I. Godfrey, et al. 2003,
Suppressor of cytokine signaling-1 has IFN-independent actions in T cell
homeostasis. J. Immunol. 170: 878 — 886.

Cornish, A. L., M. M. Chong, G. M. Davey, R. Darwiche, N. A. Nicola, D. J.
Hilton, T. W. Kay, R. Starr, and W. S. Alexander. 2003. Suppressor of
cytokine signaling-1 regulates signaling in response to interleukin-2 and
other c-dependent cytokines in peripheral T cells. J. Biol. Chem. 278:
22755-22761.

Costa-Pereira, A. P., S. Tininini, B. Strobl, T. Alonzi, J. F. Schlaak, H. Is’harc,
I. Gesualdo, S. J. Newman, I. M. Kerr, and V. Poli. 2002. Mutational
switch of an IL-6 response to an interferon--like response. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 99: 8043— 8047.

Croker, B. A., D. L. Krebs, J. G. Zhang, S. Wormald, T. A. Willson, E. G.
Stanley, L. Robb, C. J. Greenhalgh, I. Forster, B. E. Clausen, et al. 2003.
SOCS3 negatively regulates IL-6 signaling in vivo. Nat. Immunol. 4: 540
—545.

Croker, B. A., D. Metcalf, L. Robb, W. Wei, S. Mifsud, L. DiRago, L. A. Cluse,
K. D. Sutherland, L. Hartley, E. Williams, et al. 2004. SOCS3 is a critical
physiological negative regulator of G-CSF signaling and emergency

granulopoiesis. Immunity 20: 153-165.

de Bruijn MAAM, van Sonderen A, van Coevorden-Hameete MH, et al.
Evaluation of seizure treatment in anti-LGI1, anti-NMDAR, and anti-
GABABR encephalitis. Neurology 2019;92(19):e2185-€2196

Dedoni, S., Olianas, M.C., Onali, P., 2010. Interferon-f induces apoptosis in
human SHSY5Y neuroblastoma cells through activation of JAK-STAT

43



signaling and downregulation of PI3K/Akt pathway. J. Neurochem. 115,
1421-1433.

Dickensheets, H., N. Vazquez, F. Sheikh, S. Gingras, P. J. Murray, J. J. Ryan,
and R. P. Donnelly. (2007). Suppressor of cytokine signaling-1 is an IL-
4-inducible gene in macrophages and feedback inhibits IL-4 signaling.
Genes Immun. 8:21-27. 2628 BRIEF REVIEW by guest on November
17, 2021.

Edwards, J. P., X. Zhang, K. A. Frauwirth, and D. M. Mosser. (2006).
Biochemical and functional characterization of three activated
macrophage populations. J. Leukocyte Biol. 80: 1298 —1307.

El Kasmi, C., J. Holst, M. Coffre, L. Mielke, A. de Pauw, N. Lhocine, A. M.
Smith, R. Rutschman, D. Kaushal, Y. Shen, et al. (2006). General nature
of the STAT3-activated anti-inflammatory response. J. Immunol. 177:
7880 —7888

Emami, S., Kebriaeezadeh, A., Ahangar, N., & Khorasani, R. (2011).
Imidazolylchromanone oxime ethers as potential anticonvulsant agents:
Anticonvulsive evaluation in PTZ-kindling model of epilepsy and SAR
study. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 21 (2), 655-659

Engel JJ, Schwartzkroin PA. What Should Be Modeled? In: Pitkanen A,
Schwartzkroin PA, Moshe SL, (eds): Models of Seizures and Epilepsy. San
Diego, Elsevier Academic Press, 2006;1-14.

Eyles, J. L., D. Metcalf, M. J. Grusby, D. J. Hilton, and R. Starr. 2002. Negative
regulation of interleukin-12 signaling by suppressor of cytokine
signaling-1. J. Biol. Chem. 277: 43735 43740.

Fenner, J. E., R. Starr, A. L. Cornish, J. G. Zhang, D. Metcalf, R. D. Schreiber,
K. Sheehan, D. J. Hilton, W. S. Alexander, and P. J. Hertzog. 2006.
Suppressor of cytokine signaling 1 regulates the immune response to
infection by a unique inhibition of type | interferon activity. Nat. Immunol.
7: 33-39.

Fisher RS, Acevedo C, Arzimanoglou A, et al. ILAE official report: a practical
clinical definition of epilepsy. Epilepsia 2014;55(04): 475-482

44



Fisher RS, Cross JH, D’Souza C, et al. Instruction manual for the ILAE 2017
operational classification of seizure types. Epilepsia 2017;58(04):531—
542

Fisher RS, van Emde Boas W, Blume W, et al. Epileptic seizures and epilepsy:
definitions proposed by the International League Against Epilepsy (ILAE)
and the International Bureau for Epilepsy (IBE). Epilepsia
2005;46(04):470-472

Flanagan ME, Blumenkopf TA, Brissette WH, et al. Discovery of CP-690,550:
a potent and selective Janus kinase (JAK) inhibitor for the treatment of
autoimmune diseases and organ transplant rejection. J Med Chem
2010;53:8468-84 . The identification of tofacitinib.

Furtado Mde, A., Braga, G. K., Oliveira, J. A., Del Vecchio, F., & Garcia-
Cairasco, N. Behavioral, morphologic, and electroencephalographic
evaluation of seizures induced by intrahippocampal microinjection of
pilocarpine. Epilepsia. 43 Suppl 5 37-39 (2002).

Galanopoulou AS, Moshé SL. The epileptic hypothesis: developmentally
related arguments based on animal models. Epilepsia 2009;50(Suppl
7):37-42.

Garcia Garcia ME, Garcia Morales I, Matias Guiu J. Experimental models in
epilepsy. Neurologia 2010;25:181-8.

Gertel, S., Mahagna H., Karmon G., Watad A., Amital H. 2017. Tofacitinib
attenuates  arthritis manifestations and reduces the pathogenic CD4 T cells in
adjuvant arthritis rats. Zabludowicz Center For Autoimmune Diseases, Sheba
Medical Center, Tel-Hashomer 5262100, Israel.

Ghoreschi K, Jesson M, Li X, et al. Modulation of innate and adaptive immune
responses by tofacitinib (CP690,550). J Immunol 2011;186:4234-43. A
comprehensive review of preclinical characteristics of tofacitinib.

Ghoreschi, K., Laurence, A., O’Shea, J.J., 2009. Janus kinases in immune cell
signaling. Immunol. Rev. 228, 273-287.

Gil, M. P, E. Bohn, A. K. O’Guin, C. V. Ramana, B. Levine, G. R. Stark, H.
W. Virgin, and R. D. Schreiber. 2001. Biologic consequences of Statl-
independent IFN signaling. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 6680 — 6685.

45


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1521661616306003?casa_token=CN-9pDScoCMAAAAA:Uu14XcRdvJhWj31q-Ukdk69fEY4QY6wIod0fxgbJ6gfx6llsGEkeSPPDFFE_kK8x0z3KNV5yNw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1521661616306003?casa_token=CN-9pDScoCMAAAAA:Uu14XcRdvJhWj31q-Ukdk69fEY4QY6wIod0fxgbJ6gfx6llsGEkeSPPDFFE_kK8x0z3KNV5yNw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1521661616306003?casa_token=CN-9pDScoCMAAAAA:Uu14XcRdvJhWj31q-Ukdk69fEY4QY6wIod0fxgbJ6gfx6llsGEkeSPPDFFE_kK8x0z3KNV5yNw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1521661616306003?casa_token=CN-9pDScoCMAAAAA:Uu14XcRdvJhWj31q-Ukdk69fEY4QY6wIod0fxgbJ6gfx6llsGEkeSPPDFFE_kK8x0z3KNV5yNw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1521661616306003?casa_token=CN-9pDScoCMAAAAA:Uu14XcRdvJhWj31q-Ukdk69fEY4QY6wIod0fxgbJ6gfx6llsGEkeSPPDFFE_kK8x0z3KNV5yNw#!

Gingras, S., E. Parganas, A. de Pauw, J. N. Ihle, and P. J. Murray. 2004. Re-
examination of the role of suppressor of cytokine signaling 1 (SOCSL1) in
the regulation of toll-like receptor signaling. J. Biol. Chem. 279: 54702—
54707.

Grabenstatter, H.L., Del Angel, Y.C., Carlsen, J., Wempe, M.F., White, A.M.,
Cogswell, M., Russek, S.J., Brooks-Kayal, A.R., 2014. The effect of
STAT3 inhibition on status epilepticus and subsequent spontaneous

seizures in the pilocarpine model of acquired epilepsy. Neurobiol. Dis. 62,
73-85.

Hauser WA, Anderson VE, Loewenson RB, McRoberts SM. Seizure recurrence
after a first unprovoked seizure. N Engl J Med 1982; 307(09):522-528

Hauser WA, Annegers JF, Kurland LT. Incidence of epilepsy and unprovoked
seizures  in  Rochester,  Minnesota:  1935-1984.  Epilepsia
1993;34(03):453-468

Hauser WA, Rich SS, Lee JR, Annegers JF, Anderson VE. Risk of recurrent
seizures after two unprovoked seizures. N Engl J Med 1998;338(07):429—
434

Hildebrand MS, Dahl HH, Damiano JA, Smith RJ, Scheffer IE, Berkovic SF.
Recent advances in the molecular genetics of epilepsy. J Med Genet
2013;50(05):271-279

Hixson, K.M., Cogswell, M., Brooks-Kayal, A.R., Russek, S.J., 2019a.
Transcriptomic Analysis of the BDNF-Induced JAK/STAT Pathway in
Neurons: a Window into Epilepsy-Associated Gene Expression BioRxiv,
p. 577627.

Hixson, K.M., Cogswell, M., Brooks-Kayal, A.R., Russek, S.J., 2019b.
Evidence for a noncanonical JAK/STAT signaling pathway in the
synthesis of the brain’s major ion channels and neurotransmitter
receptors. BMC Genom. 20, 1-16.

Hofmann, S. R., A. Q. Lam, S. Frank, Y. J. Zhou, H. L. Ramos, Y. Kanno, D.
Agnello, R.J. Youle, and J. J. O’Shea. 2004. Jak3-independent trafficking
of the common chain receptor subunit: chaperone function of Jaks
revisited. Mol. Cell. Biol. 24: 5039 —5049.

46



Hosford, D. A. Animal models of nonconvulsive status epilepticus. J Clin
Neurophysiol. 16 (4), 306-313; discussion 353 (1999).

Huang, L. J., S. N. Constantinescu, and H. F. Lodish. 2001. The N-terminal
domain of Janus kinase 2 is required for Golgi processing and cell surface

expression of erythropoietin receptor. Mol. Cell. 8: 1327-1338.

llhan, A., Iraz, M., Kamisli, S., & Yigitoglu, R. Pentylenetetrazol-induced
kindling seizure attenuated by Ginkgo biloba extract (EGb 761) in mice.
Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry. 30
(8), 1504-1510 (2006).

Judd, L. M., B. M. Alderman, M. Howlett, A. Shulkes, C. Dow, J. Moverley, D.
Grail, B. J. Jenkins, M. Ernst, and A. S. Giraud. 2004. Gastric cancer
development in mice lacking the SHP2 binding site on the IL-6 family co-

receptor gp130. Gastroenterology 126: 196 —207.

Kandratavicius, L. et al. Animal models of epilepsy: use and limitations.
Neuropsychiatr Dis Treat. 10 1693-1705 (2014).

Karaghiosoff, M., H. Neubauer, C. Lassnig, P. Kovarik, H. Schindler, H.
Pircher, B. McCoy, C. Bogdan, T. Decker, G. Brem, et al. 2000. Partial
impairment of cytokine responses in Tyk2-deficient mice. Immunity 13:
549 -560.

Karaman, M.W., Herrgard, S., Treiber, D.K., Gallant, P., Atteridge, C.E.,
Campbell, B.T., Chan, K.W., Ciceri, P., Davis, M.1., Edeen, P.T., Faraoni,
R., Floyd, M., Hunt, J.P., Lockhart, D.J., Milanov, Z.V., Morrison, M.J.,
Pallares, G., Patel, H.K., Pritchard, S., Wodicka, L.M., and Zarrinkar, P.P.
(2008) A quantitative analysis of kinase inhibitor selectivity. Nat.
Biotechnol. 26, 127132

Kellinghaus, C. et al. Dissociation between in vitro and in vivo epileptogenicity
in a rat model of cortical dysplasia. Epileptic Disord. 9 (1), 11-19 (2007).

Kieslinger, M., I. Woldman, R. Moriggl, J. Hofmann, J. C. Marine, J. N. Ihle,
H. Beug, and T. Decker. 2000. Antiapoptotic activity of Stat5 required

47



during terminal stages of myeloid differentiation. Genes Dev. 14: 232—
244,

Kile, B. T., B. A. Schulman, W. S. Alexander, N. A. Nicola, H. M. Martin, and
D. J. Hilton. 2002. The SOCS box: a tale of destruction and degradation.
Trends Biochem. Sci. 27: 235-241.

Kim, T. K., and T. Maniatis. 1996. Regulation of interferon-activated STAT1 by
the ubiquitin-proteasome pathway. Science 273: 1717-17109.

Klitgaard, H. Levetiracetam: The Preclinical Profile of a New Class of
Antiepileptic Drugs? Epilepsia. 42 13-18 (2001).

Koutroumanidou, E. et al. Increased seizure latency and decreased severity of
pentylenetetrazol-induced seizures in mice after essential oil
administration. Epilepsy Res Treat. 2013 532657 (2013).

LaBranche, T.P., Jesson MI, Radi ZA, et al. JAK inhibition with tofacitinib
suppresses arthritic joint structural damage through decreased RANKL
production. Arthritis Rheum 2012;64:3531-42

Lang, R., A. L. Pauleau, E. Parganas, Y. Takahashi, J. Mages, J. N. lhle, R.
Rutschman, and P. J. Murray. 2003. SOCS3 regulates the plasticity of
gp130 signaling. Nat. Immunol. 4: 546 —550.

Lapalme-Remis, S., Cascino GD. Imaging for adults with seizures and epilepsy.
Continuum (Minneap Minn) 2016;22 (Suppl 5Neuroimaging1451-1479

Lavoie, A.M., Tingey, J.J., Harrison, N.L., Pritchett, D.B., Twyman, R.E., 1997.
Activation and deactivation rates of recombinant GABA (A) receptor

channels are dependent on alpha-subunit isoform. Biophys. J. 73, 2518—
2526.

Lavoie, A.M., Tingey, J.J., Harrison, N.L., Pritchett, D.B., Twyman, R.E., 1997.
Activation and deactivation rates of recombinant GABA (A) receptor
channels are dependent on alpha-subunit isoform.Biophys. J. 73, 2518—
2526.

Lawendy, N., Krishnaswami S, Wang R, et al. Effect of CP-690,550, an orally
active Janus kinase inhibitor, on renal function in healthy adult
volunteers.J Clin Pharmacol 2009;49:423-9

48



Lee, C. K., R. Raz, R. Gimeno, R. Gertner, B. Wistinghausen, K. Takeshita, R.
A. DePinho, and D. E. Levy. 2002. STAT3 is a negative regulator of
granulopoiesis but is not required for G-CSF-dependent differentiation.
Immunity 17: 63-72.

Lee, P.J., X. Zhang, P. Shan, B. Ma, C. G. Lee, R. J. Homer, Z. Zhu, M. Rincon,
B. T. Mossman, and J. A. Elias. 2006. ERK1/2 mitogen-activated protein
kinase selectively mediates IL-13-induced lung inflammation and
remodeling in vivo. J. Clin. Invest. 116: 163-173.

Leite, J. P., Garcia Cairasco, N., & Cavalheiro, E. A. New insights from the use
of pilocarpine and kainate models. Epilepsy Res. 50 (1-2), 93-103 (2002).

Liu, S., Yu W, Lu Y. The causes of new-onset epilepsy and seizures in the
elderly. Neuropsychiatr Dis Treat 2016;12:1425-1434

Loke, P., M. G. Nair, J. Parkinson, D. Guiliano, M. Blaxter, and J. E. Allen.
2002. IL-4 dependent alternatively activated macrophages have a

distinctive in vivo gene expression phenotype. BMC Immunol.

Loscher, W., 2017. Animal Models of Seizures and Epilepsy: Past, Present, and
Future Role for the Discovery of Antiseizure Drugs. Neurochem Res.

Loscher, W. Animal models of epilepsy for the development of antiepileptogenic
and disease-modifying drugs. A comparison of the pharmacology of
kindling and post-status epilepticus models of temporal lobe epilepsy.
Epilepsy Research. 50 (1), 105-123 (2002).

Loscher, W. Critical review of current animal models of seizures and epilepsy
used in the discovery and development of new antiepileptic drugs. Seizure.
20 (5), 359-368 (2011).

Loscher, W., & Brandt, C. Prevention or Modification of Epileptogenesis after
Brain Insults: Experimental Approaches and Translational Research.
Pharmacological Reviews. 62 (4), 668-700 (2010).

Lund, I.V., Hu, Y., Raol, Y.H., Benham, R.S., Faris, R., Russek, S.J., Brooks-
Kayal, A.R., 2008. BDNF selectively regulates GABAA receptor
transcription by activation of the JAK/STAT pathway. Sci. Signal. 1

49



Lund, R., H. Ahlfors, E. Kainonen, A. M. Lahesmaa, C. Dixon, and R.
Lahesmaa. 2005. Identification of genes involved in the initiation of
human Th1 or Th2 cell commitment. Eur. J. Immunol. 35: 3307-3319.

Lund, R., T. Aittokallio, O. Nevalainen, and R. Lahesmaa. 2003. Identification
of novel genes regulated by IL-12, IL-4, or TGF- during the early
polarization of CD4 lymphocytes. J. Immunol. 171: 5328 —5336.

M™ akela, " J., Koivuniemi, R., Korhonen, L., Lindholm, D., 2010. Interferon-y
produced by microglia and the neuropeptide PACAP have opposite effects
on the viability of neural progenitor cells. PLoS One 5, e11091.

Maeshima, K, Yamaoka K, Kubo S, et al. The JAK inhibitor tofacitinib
regulates synovitis through inhibition of interferon-g and interleukin-17
production by human CD4+ T cells. Arthritis Rheum 2012;64:1790-8

Mao, X., Z. Ren, G. N. Parker, H. Sondermann, M. A. Pastorello, W. Wang, J.
S. McMurray, B. Demeler, J. E. Darnell, Jr., and X. Chen. 2005.
Structural bases of unphosphorylated STAT1 association and receptor
binding. Mol. Cell. 17: 761-771.

McLemore, M. L., S. Grewal, F. Liu, A. Archambault, J. Poursine-Laurent, J.
Haug, and D. C. Link. 2001. STAT-3 activation is required for normal G-
CSF-dependent proliferation and granulocytic differentiation. Immunity
14: 193-204.

Medina-Ceja, L., Pardo-Pena, K., & Ventura-Mejia, C. Evaluation of
behavioral parameters and mortality in a model of temporal lobe epilepsy
induced by intracerebroventricular pilocarpine administration.
Neuroreport. (2014).

Menon, M. P., J. Fang, and D. M. Wojchowski. 2006. Core erythropoietin
receptor signals for late erythroblast development. Blood 107: 2662—
2672.

Milici, A. J., Kudlacz EM, Audoly L, et al. Cartilage preservation by inhibition
of Janus kinase 3 in two rodent models of rheumatoid arthritis. Arthritis
Res Ther 2008;10:R14

50



Minegishi, Y., M. Saito, T. Morio, K. Watanabe, K. Agematsu, S. Tsuchiya, H.
Takada, T. Hara, N. Kawamura, T. Ariga, et al. 2006. Human tyrosine
kinase 2 deficiency reveals its requisite roles in multiple cytokine signals

involved in innate and acquired immunity. Immunity 25: 745-755.

Murray, P. J. 2005. The primary mechanism of the IL-10-regulated
antiinflammatory response is to selectively inhibit transcription. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 102: 8686 — 8691.

Murray, P. J. 2006. Understanding and exploiting the endogenous interleukin-
10/ STAT3-mediated anti-inflammatory response. Curr. Opin. Pharmacol.
6: 379 —386.

Ndubuisi, M. I., G. G. Guo, V. A. Fried, J. D. Etlinger, and P. B. Sehgal. 1999.
Cellular physiology of STAT3: where’s the cytoplasmic monomer? J. Biol.
Chem. 274: 25499 —25509.

Neligan, A, Hauser WA, Sander JW. Chapter 6: The epidemiology of the
epilepsies. In: Stefan H, Theodore WH, eds. Handbook of Clinical
Neurology, Vol. 107. Amsterdam: Elsevier; 2012: 113-133

Ngugi, A. K., Bottomley C, Kleinschmidt I, Sander JW, Newton CR. Estimation
of the burden of active and life-time epilepsy: a metaanalytic approach.
Epilepsia 2010;51(05):883-890

Nguyen, K. B., L. P. Cousens, L. A. Doughty, G. C. Pien, J. E. Durbin, and C.

A. Biron. 2000. Interferon /-mediated inhibition and promotion of
interferon: STAT1 resolves a paradox. Nat. Immunol. 1: 70 —76.

Nguyen, K. B., W. T. Watford, R. Salomon, S. R. Hofmann, G. C. Pien, A.
Morinobu, M. Gadina, J. J. O’Shea, and C. A. Biron. 2002. Critical role
for STAT4 activation by type 1 interferons in the interferon- response to
viral infection. Science 297: 2063-2066.

Nicolas, C.S., Peineau, S., Amici, M., Csaba, Z., Fafouri, A., Javalet, C., Collett,
V.J., Hildebrandt, L., Seaton, G., Choi, S.-L., 2012. The Jak/STAT
pathway is involved in synaptic plasticity. Neuron 73, 374-390.

Niemand, C., A. Nimmesgern, S. Haan, P. Fischer, F. Schaper, R. Rossaint, P.
C. Heinrich, and G. Muller-Newen. 2003. Activation of STAT3 by IL-6

51



and IL-10 in primary human macrophages is differentially modulated by
suppressor of cytokine signaling 3. J. Immunol. 170: 3263-3272.

O’Shea, J.J., Holland SM, Staudt LM. JAKs and STATs in immunity,
immunodeficiency, and cancer. N Engl J Med 2013;368:161-70

O’Shea, J. J., M. Gadina, and R. D. Schreiber. 2002. Cytokine signaling in 2002:
new surprises in the Jak/Stat pathway. Cell 109: S121-S131.

Panopoulos, A. D., L. Zhang, J. W. Snow, D. M. Jones, A. M. Smith, K. C. El
Kasmi, F. Liu, M. A. Goldsmith, D. C. Link, P. J. Murray, and S. S.
Watowich. 2006. STAT3 governs distinct pathways in emergency
granulopoiesis and mature neutrophils. Blood 108: 3682—3690.

Parikh, S., Nordi DR Jr, De Vivo DC. Chapter 31: Epilepsy in the setting of
inherited metabolic and mitochondrial disorders. In: Wyllie E, ed.

Wyllie’s Treatment of Epilepsy: Principles and Practice. Philadelphia,
PA: Lippincott Williams & Wilkins; 2015:388-407

Pelletier, S., S. Gingras, M. Funakoshi-Tago, S. Howell, and J. N. Ihle. 2006.
Two domains of the erythropoietin receptor are sufficient for jak2
binding/activation and function. Mol. Cell. Biol. 26: 8527— 8538.

Pitkdnen, A., Schwartzkroin, P. A., & Moshé, S. L. in Models of Seizures and
Epilepsy. xvii Academic Press (2006).

Qing, Y., and G. R. Stark. 2004. Alternative activation of STAT1 and STAT3 in
response to interferon-. J. Biol. Chem. 279: 41679 — 41685.

Raible, D.J., Frey, L.C., Brooks-Kayal, A.R., 2014. Effects of JAK2-STAT3
signaling after cerebral insults. JAK-STAT 3, €29510.

Ramana, C. V., M. P. Gil, Y. Han, R. M. Ransohoff, R. D. Schreiber, and G. R.
Stark. 2001. Statl1-independent regulation of gene expression in response
to IFN-. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 6674 — 6679.

Rosengren, S, Corr M, Firestein GS, et al. The JAK inhibitor CP-690,550
(tofacitinib) inhibits TNF-induced chemokine expression in fibroblast-like
synoviocytes: autocrine role of type | interferon. Ann Rheum Dis
2012;71:440-7

52



Rousvoal, G., Si, M.S., Lau, M., Zhang, S., Berry, G.J., Flores, M.G.,
Changelian, P.S., Reitz, B.A., and Borie, D.C. (2006) Janus kinase 3
inhibition with CP-690,550 prevents allograft vasculopathy. Transpl. Int.
19, 10141021

Sandler, N. G., M. M. Mentink-Kane, A. W. Cheever, and T. A. Wynn. 2003.
Global gene expression profiles during acute pathogen-induced
pulmonary inflammation reveal divergent roles for Thl and Th2

responses in tissue repair. J. Immunol. 171: 3655-3667.

Scheffer, L.LE., Berkovic S, Capovilla G, et al. ILAE classification of the
epilepsies: position paper of the ILAE Commission for Classification and
Terminology. Epilepsia 2017;58(04):512-521

Schmidt, J. Changes in seizure susceptibility in rats following chronic
administration of pentylenetetrazol. Biomed Biochim Acta. 46 (4), 267-
270 (1987).

Schmitz, J., M. Weissenbach, S. Haan, P. C. Heinrich, and F. Schaper. 2000.
SOCS3 exerts its inhibitory function on interleukin-6 signal transduction
through the SHP2 recruitment site of gp130. J. Biol. Chem. 275: 12848 —
12856.

Semerad, C. L., J. Poursine-Laurent, F. Liu, and D. C. Link. 1999. A role for G-
CSF receptor signaling in the regulation of hematopoietic cell function

but not lineage commitment or differentiation. Immunity 11: 153-161.

Shimoda, K., K. Kato, K. Aoki, T. Matsuda, A. Miyamoto, M. Shibamori, M.
Yamashita, A. Numata, K. Takase, S. Kobayashi, et al. 2000. Tyk2 plays
a restricted role in IFN signaling, although it is required for IL-12-
mediated T cell function. Immunity 13: 561-571.

Socolovsky, M., A. E. Fallon, S. Wang, C. Brugnara, and H. F. Lodish. 1999.
Fetal anemia and apoptosis of red cell progenitors in Stat5a/5b/ mice: a
direct role for Stat5 in Bcl-X(L) induction. Cell 98: 181-191.

Squires, R. F., Saederup, E., Crawley, J. N., Skolnick, P., & Paul, S. M.
Convulsant potencies of tetrazoles are highly correlated with actions on

53



GABA/benzodiazepine/picrotoxin receptor complexes in brain. Life Sci.
35 (14), 1439-1444 (1984).

Stross, C., S. Radtke, T. Clahsen, C. Gerlach, R. Volkmer-Engert, F. Schaper,
P. C. Heinrich, and H. M. Hermanns. 2006. Oncostatin M receptor-
mediated signal transduction is negatively regulated by SOCS3 through a
receptor tyrosine-independent mechanism. J. Biol. Chem. 281: 8458 —
8468.

Tanaka, A, Akamatsu N, Shouzaki T, et al. (2013). Clinical characteristics and
treatment responses in new-onset epilepsy in the elderly.
Seizure;22(09):772—775

Tebbutt, N. C., A. S. Giraud, M. Inglese, B. Jenkins, P. Waring, F. J. Clay, S.
Malki, B. M. Alderman, D. Grail, F. Hollande, et al. (2002). Reciprocal
regulation of gastrointestinal homeostasis by SHP2 and STAT-mediated
trefoil gene activation in gp130 mutant mice. Nat. Med. 8: 1089 —1097.

Tofacitinib citrate. Summary review of regulatory action. (2013). FDA’s Center
for Drug Evaluation and Research. Application No. 2032140rig1s000.

Tofacitinib for the treatment of rheumatoid arthritis (NDA 203214) (2012).
Advisory Committee Briefing Document.

Toledano, M. and Pittock SJ. (2015). Autoimmune epilepsy. Semin Neurol;
35(03):245-258
Tourov, A. et al. (1996). Spike morphology in PTZ-induced generalized and

cobalt-induced partial experimental epilepsy. Funct Neurol. 11 (5), 237-
245 (1996).

Vaddi, K. and Luchi M. (2012). JAK inhibition for the treatment of rheumatoid
arthritis: a new era in oral DMARD therapy. Expert Opin Investig
Drugs;21:961-73

van Boxel-Dezaire, A. H.,, M. R. Rani, and G. R. Stark. (2006). Complex
modulation of cell type-specific signaling in response to type | interferons.
Immunity 25: 361-372.

Vezzani A, Fujinami RS, White HS, et al. (2016). Infections, inflammation and
epilepsy. Acta Neuropathol;131(02):211-234

54



Walker JG, Ahern MJ, Coleman M, et al. (2006). Expression of Jak3, STAT1,
STAT4, and STATG6 in inflammatory arthritis: unique Jak3 and STAT4
expression in dendritic cells in seropositive rheumatoid arthritis. Ann
Rheum Dis;65:149-56

Welch, J. S., L. Escoubet-Lozach, D. B. Sykes, K. Liddiard, D. R. Greaves, and
C. K. Glass. (2002). TH2 cytokines and allergic challenge induce Ym1l
expression in macrophages by a STAT6-dependent mechanism. J. Biol.
Chem. 277: 42821 42829.

WHO Epilepsy: A public Health Initiative. Geneva. (2019). World Health
Organization;

Williams, L. M., G. Ricchetti, U. Sarma, T. Smallie, and B. M. Foxwell. (2004).
Interleukin-10 suppression of myeloid cell activation—a continuing

puzzle. Immunology 113: 281-292.

Williams, L. M., U. Sarma, K. Willetts, T. Smallie, F. Brennan, and B. M.
Foxwell. (2007). Expression of constitutively active STAT3 can replicate
the cytokine suppressive activity of IL-10 in human primary macrophages.

J. Biol. Chem. In press.

Williams, N.K., Bamert, R.S., Patel, O., Wang, C., Walden, P.M., Wilks, A.F.,
Fantino, E., Rossjohn, J., and Lucet, 1.S. (2009). Dissecting specificity in
the Janus kinases: the structures of JAK-specific inhibitors complexed to
the JAK1 and JAK2 protein tyrosine kinase domains. J. Mol. Biol. 387,
219232

Yang, Y., & Frankel, W. N.(2004). Genetic approaches to studying mouse
models of human seizure disorders. Adv Exp Med Biol. 548 1-11.

Yasukawa, H., H. Misawa, H. Sakamoto, M. Masuhara, A. Sasaki, T. Wakioka,
S. Ohtsuka, T. Imaizumi, T. Matsuda, J. N. Ihle, and A. Yoshimura.
(1999). The JAK binding protein JAB inhibits Janus tyrosine kinase
activity through binding in the activation loop. EMBO J. 18: 1309 —-1320.

Yasukawa, H., M. Ohishi, H. Mori, M. Murakami, T. Chinen, D. Aki, T.
Hanada, K. Takeda, S. Akira, M. Hoshijima, et al. (2003). IL-6 induces

55



an anti-inflammatory response in the absence of SOCS3 in macrophages.
Nat. Immunol. 4: 551-556.

Yu, C. L. and S. J. Burakoff. (1997). Involvement of proteasomes in regulating
Jak STAT pathways upon interleukin-2 stimulation. J. Biol. Chem. 272:
14017-14020.

Zhang, J. G., D. Metcalf, S. Rakar, M. Asimakis, C. J. Greenhalgh, T. A.
Willson, R. Starr, S. E. Nicholson, W. Carter, W. S. Alexander, et al.
(2001). The SOCS box of suppressor of cytokine signaling-1 is important
for inhibition of cytokine action in vivo. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:
13261-13265.

Zhong, M., M. A. Henriksen, K. Takeuchi, O. Schaefer, B. Liu, J. ten Hoeve, Z.
Ren, X. Mao, X. Chen, K. Shuai, and J. E. Darnell, Jr. 2005. Implications
of an antiparallel dimeric structure of nonphosphorylated STAT1 for the
activation-inactivation cycle. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 3966 —
3971.

Zimmermann, N., N. E. King, J. Laporte, M. Yang, A. Mishra, S. M. Pope, E. E.
Muntel, D. P. Witte, A. A. Pegg, P. S. Foster, et al. 2003. Dissection of
experimental asthma with DNA microarray analysis identifies arginase in
asthma pathogenesis. J. Clin. Invest. 111: 1863-1874.

56



57



0Z GECMIS

Elif ASAN, Samsun Bafra Anadolu Lisesi’ni bitirdikten sonra Hacettepe
Universitesi Fizyoterapi ve Rehabilitasyon Fakiiltesi’nden 2014 y1linda mezun oldum.
2018 yilinda OMU Sinir Bilimleri Yiiksek Lisans programma girdim.
Mezuniyetimden bu yana fizyoterapist olarak gérev yapmaktayim.

Orcid Numarasi: 0000-0002-5586-0716

Mesleki Katilimlar :2021 5. Uluslaras1 Saglikta Inovasyon Kongresi (S6zel Sunum:
Deneysel Pentilentetrazol Epilepside TOFAIn Etkisi)

2018 3. MS 'de Nororehabilitasyon Sempozyumu ( Sozel
Sunum: Kognisyon ve Egzersiz )

2016 Genglik ve Spor Bakanlig1 Boccia Etkinligi

24 -26 Nisan 2014 Protez Ortez Kongresi (Ankara)

8-12 Nisan 2014 XV. Fizyoterapide Gelismeler Kongresi
(Ankara)

2013 Lumbal Bolge Problemleri ve Giincel Yaklagimlar
Konferansi (Ankara)

2011 50. y1l Fizyoterapi ve Rehabilitasyon Kongresi (Ankara)
2010 Fizyoterapi Ogrenci Platformu (Hali¢ Universitesi Istanbul)

58



59



	Boş Sayfa



