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1-OZET

IN VITRO AKSOTOMIi MODELINDE MINOSIKLININ
NOROREJENERASYONA ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Minosiklin yiiksek lipofilik 6zellige sahip, kan beyin bariyerini gegebilen
kiiciik semisentetik tetrasiklinler grubundan bir molekiildiir. Antibiyotik
Ozelliginin yanisira kan beyin bariyerini gecgebilme o6zelliginin yardimiyla
iskemik beyin modellerinde néroprotektif etkisi olugu bulunmustur. Birgok
norodejeneratif hastalikta ¢esitli etkilere sebep oldugu gosterilen minosiklinin
nororejenerasyona etkileri literatiirde daha az yer bulmustur. Bu merakla, in
vitro kortikal kiiltir modelinde 1uM, 10uM ve 100uM minosiklinin lazer
aksotomi ile olusturulan aksonal hasara olan etkilerinden rejenerasyonun 6n
kosulu olan canlilik oranina propidyum iyodiir boyama (PI) ile bakilmistir.
Diisik doz minosiklinin canlilik oranlarint hasardan sonra korudugu
goriiliirken, yiiksek doz minosiklinin kortikal néron kiiltiirli icin norotoksik

oldugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Lazer aksotomi, minosiklin, hayatta kalim, propidyum

iyodiir boyama, ndrorejenerasyon

Bu tez Istanbul Medipol Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri kurumu tarafindan 2017/10

proje numarasi ile desteklenmistir.



2-ABSTRACT

THE EFFECTS OF MINOCYCLINE ON THE
NEUROREGENERATION IN IN VITRO AXOTOMY MODEL

Minocycline is a molecule with a high lipophilic character and a small
semisynthetic group of tetracyclines that cross the blood brain barrier. In
addition to its antibiotic properties, it has been found to be neuroprotective in
ischemic brain models with the help of the ability to cross the blood brain
barrier. The literature on the effect of minocycline, which has been shown to
cause various effects on many neurodegenerative diseases, on
neuroregeneration finds less room in the literature. In this curiosity, the effects
of 1uM, 10uM and 100uM minocycline on axonal damage generated by laser
axotomy in the in vitro cortical culture model were examined. The vitality
rate, which is the prerequisite for regeneration, was investigated by propidium
iodide staining. Low-dose minocycline appears to preserve vitality, while high-

dose minocycline is neurotoxic for cortical neuron culture.

Keywords:Laser axotomy, minocycline, vitality, propidium iodide staining,

neuroregeneration

This thesis was supported by the Istanbul Medipol University Scientific Research Projects
Agency with project number 2017/10.



3-GIRIS VE AMAC

Minosiklin, yiliksek lipofilik 06zellige sahip, kan beyin bariyerini
gegebilen, kiiciik (yaklasik 495 kDa), semisentetik tetrasiklinler grubundan bir
molekiildiir (1). Antimikrobiyal 6zellikleri ile taninan tetrasiklinlerin uzun siire
etkili ikinci jenereasyon formu olan minosiklinin antimikrobiyal 6zelliginin
yant sira noroprotektif etkiye de sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Yrjanheikki
ve ark. gerbillerde yapmis olduklart iskemi modelinde, minosiklinin
hipokampal néronlar1 global iskemiye karst korudugunu ilk kez gostermistir.
Minosiklin, iskemi oncesi 12. saatte verildiginde CA1 piramidal néronlarinin
sagkalim oranlarin1 %10.5'ten %77'ye, iskemiden 30 dakika sonra verildiginde
ise %71'e yiikselttigi gosterilmistir (2).

Minosiklinin bu etkisinin gosterilmesinden sonra arastirmacilar iskemik
inme, intraserebral hemoraji, spinal kord yaralanmasi, travmatik beyin hasari,
Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi ve Amiyotrofik lateral skleroz gibi
norolojik hastaliklarin tedavisinde minosiklinin etkilerini aragtirmiglardir.

Ancak yapilan ¢ogu arastirmada in vivo hayvan modelleri kullanilmistir (3).

In vitro ¢alismalara drnek ¢ok daha kisithdir (4-6). Ote yandan minosiklinin
noroprotektif etkisinin yaninda néral rejenerasyona da katkida bulundugunu
gosteren ¢alismalar da mevcuttur (7—9). Ancak minosiklinin katkida bulundugu
nororejenerasyonunun altinda yatan sebepleri arastirmak icin hala calismalara

gereksinim duyulmaktadir.

Tiim bu bilgilerin 15181nda yapilan literatiir taramasinda hipoglossal sinire
yapilan bir in vivo aksotomi ¢alismasi (10) disinda, in vitro aksotomi modeliyle
calisilmadiginin eksikligi saptanmistir. Bu bilgiler 1s18inda, tek bir noron
rejenerasyonunda minosiklin tarafindan ortaya ¢ikarilan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin anlasilmasi i¢in bu calisma, birincil neonatal kortikal néron
kiiltirinde in vitro lazer aksotomi modeli ile tasarlanmistir. Yapilacak
calismada 0-1 gilinliik yenidogan farelerden diseke edilerek g¢ikartilacak
korteksler primer hiicre kiiltiiriinde yasatilacaktir (11). Ardindan lazer aksotomi
protokoliiyle (12) aksonal hasar verildikten sonra 1uM, 10uM ve 100uM
minosiklin (4) in vitro hiicre kiiltiiriine verilmistir. Dejenerasyona verilen

hiicresel yanit olan hayatta kalima propidyum iyodiir boyama ile bakilmistir.



Yapilan bu ¢alisma ile nérorejenerasyona etkisi in vivo galismalarla gosterilmis
olan minosiklinin yenidogan kortikal noron kiiltiirii hayatta kalimina sagladigi

olanak tizerinden tartisilmasi amag¢lanmuistir.



4-GENEL BILGILER

4.1. Noron

Noron, beynin ve sinir sisteminin dis diinyadan duyu girdisi alip motor
yanitlar i¢in kaslara yollayan elektriksel bir uyariyla iletim yapan anatomik ve
fonksiyonel bir birimdir. Sinir sisteminin uyariy1 iletmekle gorevli anatomik ve

islevsel birimidir.

Her bir néron morfolojik olarak goreceli basittir. Insan beyni yaklasik
100 milyar hiicre igermektedir ve binlerce farkli hiicre tipi tanimlanabilirken

tim noronlar benzer temel bir sekli paylasir (13).
4.1.1 Noronun anatomi ve fizyolojisi

Noronlar soma, dendrit ve akson olmak {izere 3 temel anatomik yapidan
olusur (Sekil 4.1.1-1). Soma, hiicrenin her tiirlii metabolik faaliyetinin
yiiriitiildiigii merkez yapidir. igerisine niikleusla birlikte standart organelleri
barindirir. Somadan 2 farkl tiir ¢ikinti uzanir. Kisa ve sayica fazla olanlara
dendrit, uzun ve tek cikintiya ise akson adi verilir. Dendritler aga¢ benzeri
dallanan uzantilar1 ile diger nodronlardan gelen sinyalleri hiicre goévdesine
iletimden sorumlu anatomik yapidir. Akson ise hiicre gévdesinden uzaklasarak
hiicrenin irettigi yanit1 diger nodrona tasiyan yapidir. Bir akson tasidigi

elektriksel sinyali 0.1 mm ile 3 m arast iletebilir (13, 14).

Aksonun tasidigi elektriksel sinyal aksiyon potansiyeli olarak
adlandirilir. Noronun fizyolojik bir yaniti olarak iiretilen aksiyon potansiyeli
hizli, kisa siireli, ya hep ya hi¢ yasasina gore calisgan 100 mV amplitiidle 1
ms'ye kadar siiren bir zamanda taginirlar. Bu potansiyellerin baslangic noktasi
somadan aksonu olusturmak tizere ilerleyen ¢ikintinin ilk segmentidir. Buraya
akson tepecigi de denir. Burada olusan aksiyon potansiyelleri kesintiye
ugramadan saniyede 1 ila 100 m yol alabilirler. Aksiyon potansiyelleri ya hep
ya hi¢ yasasi uyarinca calistiklarindan olusturduklart amplitiidler akson
boyunca sabittir. Beynin bilgi aldigi, aldig: bilgiyi analiz ettigi ve aktardigi
sinyaller bu aksiyon potansiyelleri ile gerceklesmektedir.

Sinyallerin iletim hizini arttirmak iizere biiyiik aksonlar lipit orani yiiksek

miyelin kilifla kaplanmiglardir. Bu kilif bir yandan izolasyon saglarken diger



yandan kilifin iizerinde Ranvier nodu denilen agikliklar birakarak sinyallerin

sigrayarak daha hizli iletilmelerini saglar.

Sinyalleri tagiyan akson uzantisinin sonlarina dogru diizgiin dallanmalar
verir ve her bir dal diger noronlarla iletisimi saglayacak 6zel alanlara sahiptir.
Iki ndronun iletisim sagladig1 bu yapiya sinaps ad1 verilmektedir. Burada iletim
tek yonliidiir ve aksondan ¢ogu zaman dendrite dogru ilerler. Nadiren somaya
ya da aksonun kendisine de iletilebilir. Iletimi yapan hiicreye pre-sinaptik
hiicre, alan hiicreye ise post-sinaptik hiicre adi verilir. Pre-sinaptik hiicreden
gelen aksiyon potansiyeli akson ucundaki kimyasal madde (nérotransmitter)
dolu kesecikleri aktive eder ve sinaptik bosluga ndrotransmitter salinimi
yaparak post-sinaptik hiicrede yeni bir aksiyon potansiyeli olusturur, ya da
post-sinaptik hiicrede olusmus aksiyon potansiyelini baskilar. Bu iletim

yontemi néronlarin temel fizyolojik 6zelligini olusturur (13, 14).
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Sekil 4.1.1-1 Noron anatomisi (13)

Her bir ndron temel yapilar icerigi bakimindan birbirine benzer ancak
morfolojik olarak ¢esitli siniflandirmalar1 mevcuttur. Bu baglamda néronlarin 3

ana morfolojik yapilar1 bulunur;

1) Unipolar ndronlar; en basit ndron tipidir. Yuvarlak bir hiicre gdévdesinden
cikan dendritlere ve bir aksona sahiptir. Genellikle omurgasiz canlilarda
coklukla bulunurlar, omurgalilarin ise daha ¢ok otonomik sinir sisteminde

goriiliirler.



2)Bipolar noronlar; oval sekilli bir soma ile tek dendrit ve tek aksona sahip bu
noron tirli genelde viicudun periferinden topladigi bilgiyi merkezi sinir

sistemine iletme isinde gorev alan néronlardir.

3)Multipolar noronlar; omurgalilarin en tipik ndron ¢esididir. Tek bir aksona
ve somadan c¢ikan ¢ok sayida dendrite sahiplerdir. Dendrit sayisi, akson
uzunlugu, yaptiklar iletisimin karmasikligi bakimindan ¢ok c¢esitlidirler (Sekil
4.1.1-2) (13).

Bunlarin disinda néronlar dis diinyadan bilgi tasiyan duyu, dis diinyaya
cevap veren motor ve bu iki néron tipi arasinda iletisimi saglayan interndron

olmak {izere 3 adlandirma ile de fonksiyonel olarak adlandirilabilirler.
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A) Unipolar hiicre, intervertebral néron B) Bipolar hiicre, retina néronu C) Psddo-unipolar
hiicre, arka kok gangliyon hiicresi D) Multipolar hiicreler, motor ndron- piramidal hiicre-

Purkinje hiicresi

4.1.2 Serebral korteks ve kortikal noronlar

Serebral korteks, serebral hemisferlerin en ince tabakasini olusturan ve
daha cok planlama ile hareket ve davramiglardan sorumlu olan bir beyin
bolgesidir. Kalinlig: tiirden tiire degisen serebral korteksin ortalama kalinlig
2mm ila 4mm arasindadir (Sekil 4.1.2-1) (13).
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Sekil 4.1.2-1 Enine kesitte korteks kalinlig1 ve niikleuslar (13)

Filogenetik olarak bakildiginda 3 bolgesi oldugundan bahsedilebilinir.
Korteksin daha yagh olan kismina allokorteks denmektedir ve bu da kendi
icinde paleokorteks ve arkikorteks olarak ikiye ayrilir. Paleokorteks serebral
korteksin en eski bolgesi oldugu diisiiniilmektedir ve olfaktér bdlgelerle
iligkilendirilmistir ve arkikorteks ise hipokampal formasyonu iceren gorece
daha geng serebral korteks bolgesidir. Allokorteks 1 ila 3 tabakali daha basit
bir yapidir. En gen¢ ve su anki memeli serebral korteksinde en biiylik alani
kaplayan kisim neokortekstir (15). Memeli neokorteksi yiizlerce farkli néron
tipini ve glia gesitlerini i¢eren, ileri organizasyonlu, 6 tabakali bir yapidir (16,
17). Bilis, algt ve bilingten sorumlu olan bir bdlgedir. Bu yiizden evrim

sirasinda bariz bir genisleme ve gelisim gegirmistir (18).
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6 tabakali neokortekste baskin 2 temel tiir ndron bulunur; yerel
baglantilar1 saglamak icin interndronlar ve aksonlar1 uzak serebral yapilara
giden projeksiyon noronlari, ekseriyetle piramidal noronlardir (Sekil 4.1.2-3).
Neokorteks igerisindeki bu noronal hiicrelerin  ¢esitli  sekillerdeki
organizasyonu neokorteksin her biri fakli fonksiyonda 6 tabakali yapisini

olusturur. Bu tabakalar sunlardir:

e Tabaka; aseliiler molekiiler tabakadir. Daha ¢ok derin korteks
bolgelerindeki noronlarin dendritleriyle az miktarda néron bulunur.

e I Tabaka; yuvarlak, kiigiik ve yogun graniiler hiicrelerden olusan dis
graniiler tabakadir.

e [II. Tabaka; biiyiikleri daha derin orta boyutlular1 daha yiizeyel
yerlesimli olan piramidal hiicrelerin bulundugu dis piramidal tabakadir.

e [V. Tabaka; kiigiik diizensiz sekilli graniiler hiicrelerin olusturdugu i¢
graniiler tabakadir.

e V. Tabaka; IIl. Tabaka'dakilerden daha biiyiikk piramidal hiicrelerin
oldugu i¢ piramidal tabakadir.

e VI. Tabaka; ¢ok ¢esitli hiicre tiplerini igeren multiform tabakadir.
Beyaz cevhere en yakin olan bolge burasidir ve oradan kortekse gelen

aksonlar1 da igermektedir (Sekil 4.1.2-2) (13).

Tim bu nodronal yapilari icerisinde barindiran bu kompleks beyin
bolgesinin hasarlart da ayn1 karmagiklikta ortaya ¢ikmaktadir. En 6nemli beyin
islevlerini iistlenen bu bolgenin hasarlar1 insanlarda biiyiik kayiplara yol

agmaktadir.
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Sekil 4.1.2-3 Projeksiyon ndronlari ve internéronlar (13)
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4.2 Merkezi Sinir Sistemi Hiicrelerinde Hasarlanma

Merkezi sinir sistemi olduk¢a karmasik bir yapiya sahiptir. Bu karmasik
ama harmonik isleyen sistem igersinde bir¢cok sebeple isler beklenen gibi
gitmeyebilir. Merkezi sinir sistemi hiicrelerinde hasarlanma ¢ok gesitli yollarla
ortaya c¢ikmaktadir ve ortaya c¢ikan her tablo ortaya klinik olarak farkli
norodejeneratif durumlar gosterir. Alzheimer, Parkinson, Huntington
hastaliklar1; amiyotrofik lateral skleroz, travmatik beyin hasari, intraserebral
hemoraji gibi ¢ok genis fiziksel goriinlisleri olan norodejeneratif durumlarin
baslangi¢ noktalar1 ve yarattigi patolojik bulgulari 6nemli farkliliklar igerir.
Ancak daha yakindan bakildiginda ise birbirine benzeyen sekonder
mekanizmalarla, yolaklarla iliskili  olduklar1  goriilir. En  6nemli
ortakliklarindan biri ise hasarlanmis dokuya cevaben verdikleri inflamatuar

yanittir (19).

Norodejenerasyon terim olarak ele alindiginda sadece néronu igeren bir
bakisla dejenerasyonu ele aliyormus gibi goziikse de cok yonlii bir kavrami
karsilamaktadir. Noronun iliskide oldugu glial, vaskiiler ve hiicresel olmayan
otonom mekanizmalar1 da kapsamaktadir (20). Ornegin vaskiiler sorunlardan
dogan intraserebral hemorajiler, endotel ve néron arasindaki sinyalizasyonun
bozuldugu gozlenen Alzheimer hastaligi (21, 22) gibi tablolar nérodejeneratif
bozukluklarin tek varyantli olmadigim1 gostermektedir. Ancak hangi sebeple
olursa olsun norodejeneratif durumlarin ¢ogunda aksonal hasarlanmanin eslik

ettigi de asikardir.

4.2.1 Aksonal dejenerasyon

Aksonal dejenerasyonu sinir sisteminde hasara yol agacak norolojik
hastaliklarda, kemotoksik ya da travmatik yaralanmalardan sonra noronlarda

gorilebilecek en tipik yikim seklidir (Sekil 4.2.1).
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Hasarla olusan akson biitiinliigliniin kaybi, oncelikle milisaniyeler i¢inde
miyelin pargalanmasina sebep olur, ardindan distal akson ucuna hiicre
disindaki Ca++ iyonlar1 akson icine dolmaya baslar (23). Igeri giren Ca++
DLK gibi yaralanma sinyallerini aktive eder. Bu sirada aksonal tasinimla gelen
maddeler birikir, anterograd tasimin yerini daha ¢ok retrograd tasinima birakir
ve akson retraksiyon konisi olusturur. Bunu hizli bir sekilde hiicre iskeletinin
kayb1 safhasi izler ve bu yikim kalpain gibi iyon duyarli proteazlarla (24)
gerceklesir. Mikrotiibiillerin yikilimi aksonal dejenerasyonun ilk sinyallerini
olusturur (25). Hiicre iskeletinin yikimi da goriildiikten sonra akson
mikrogevresine bu dejenerasyona karsilik mikroglia ve makrofaj goci
gerceklesir. Burda temel amag¢ degrede olmus akson ve miyelin pargalarini
fagosite etmek olsa da bu yanit mekanizmasi aksonal dejenerasyonun siddetini

de etkileyecektir.

Aksonal hasardan sonra olusan ve hakkinda akson uzamasinda daha az
bilinen fenomen akson retraksiyonudur. Yukarida bahsedilen hizl
retraksiyondan sonraki uzun yanit doneminde asetillenmis tubulin dineinle
retrograd tagima ile DLK, JNK ve JIP3 yaralanma sinyallerini tasimaya devam
eder (26-28). Tersinden mitokondriyle beraber STAT3 proteinleri kinezinle
tasinir ve ATP senteziyle dejeneratif etkinin siddeti azaltilmaya caligilir (29).

Demiyelinizasyon
Aksonal Hasar Akson
Retraksiyonu

Aksonal Dallanma

Sekil 4.2.1 Aksonal hasar sonras1 néron yanitlari

Hiicre Olumi
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4.3 Merkezi Sinir Sistemi Hiicrelerinde Yaralanmaya Yanit

Mekanizmalari

Beyin dokusu herhangi bir hasarla kars1 karsiya kaldiginda dokunun ilk
verecegi yanit aktif hale gelen beyin immun sisteminin olusturdugu inflamatuar
yamttir (30, 31). Noroinflamatuar siire¢ noérodegeneratif hastaliklarin
birgogunun progresyonunda yer alir (32). Bu inflamatuar yanit Oncelikle
beynin immun hiicreleri olan mikroglialarin aktive olmasiyla ve bunu takip

eden periferik immun hiicrelerin beyin dokusuna akisi ile saglanir (33, 34).

Mikroglialarin temel islevleri pasif durumda doku yapisi ve Sinaptik
olusumlar1 desteklemek ve hasara yonelik immun aktif duruma gegtiklerinde
ise fagositik aktivitelerini tamamlamak tizere sitokin, kemokin, NO, ROS gibi
maddeleri  salgilamaktir  (19). Sitokin, kemokinler gibi inflamatuar
diizenleyicilerin immun cevap olarak sekrese edilmesi ndronlarda Once
fonksiyonel yikima daha sonra da noronu yapisal hasara ugratabilir (35). Bu
basamakta immun cevap giderek norotoksiklesir ve hiicreleri bekleyen iki

durum olusur; apoptoz ve nekroz.

Apoptoz mekanizmast daha ¢ok hiicre icindeki yikici mekanizmalara
bagli olarak gelisir. Genelde baslatict ve bitirici olarak iki farkli tiir kaspaz
aktivitesiyle olusurlar. Kaspaz 8- 9 daha ¢ok baslatic1 kaspazlarken, kaspaz 3-
6-7 apoptozun bitirici darbelerini ortaya ¢ikartirlar. Kaspaz aktiviteleri, yani
apoptotik olaylar, hem i¢ hem de dis faktorlerdeki degisikliklerle aktive
olabilirler (36). Dis faktorlerle indiiklenen apoptoz kisaca sdyle gergeklesir;

e Salgilanan TNF ailesi bilesenleri proteinler Oliim reseptorlerine
baglanarak aktif hale gelir.
e Burdan gelen sinyaller DISC'i forme eder.
e Etkin hale gelen DISC proteini kaspaz-8'in aktif hale gelmesini saglar.
e Bagslatici kaspaz-8 bitirici kaspaz-3'i aktive eder ve apoptoz gergeklesir.
Ic faktorler ile gerceklesen apoptotik olay mitokondrial eksenli
degisikliklerle gergeklesir. Bu degisiklikler direkt olarak intrinsik uyarilarla
baslayabilecegi gibi dis faktorler tarafindan da baslatilabilir (37). Dis faktorlii
apoptotik olayda aktif hale gelen kaspaz-8 Bid iizerinden pro-apoptotik Bcl-2
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ailesini ve bu yolla da Bax proteinini etkin hale getirir. Bu da mitokondriden
Sitokrom-c'nin salinimina yol agar (38). Sitokrom-c apoptotik bir molekiildiir
ve baglatic1 kaspaz-9 aktive eder, kaspaz-9 ise bitirici kaspaz-3'ii aktive ederek
apoptoz meydana gelir (39). Apoptozun sadece i¢ mekanizmalarla olusmasi
genelde mitokondride gerceklesen oksidatif strese baglidir. TNF ve ROS
miktarinin artmast direkt olarak kaspaz aktivitelerini diizenler ve hiicreyi

olume surikler.

Nekroz mekanizmasi ise genelde salinan TNF-a ve ROS miktarmin
beklenenden c¢ok daha fazla miktarlarda bulunmasi veya uzun siiredir maruz
kalinan inflamasyon sebebiyle gerceklesir (40, 41). Nekroz, dereceli olarak
apoptozun kaspaz mekanizmasini inhibe eder ve hiicrenin ATP yikimini 6ne

¢ikartarak hiicreyi 6liim yoluna sokar (40).

Apoptoz da nekroz da hasar sirasinda salgilanan sitokin ve kemokinlere
bagimli  gerceklesen mekanizmalardir ve  hiicrelerin  sag kalimlar
diistintildiiginde yukarda bahsedilen molekiiler yapilara terapdtik miidahaleler
hiicrelerin dejenerasyonunun oniine gegilmesi igin ana hedefler haline

gelmesini saglar.

Hasarlanan sinir sistemi her zaman 6liim yolaklarina girmeyebilir. Eger
regililatdr sitokin ve kemokinlerin, ROS ve NOS'larin miktarlar1 dengede
tutulabilir, hasar alanin1 glial skarla gevreleyip biiyiimesini engelleyebilir ve
hiicrelerin normal sartlarda yerine getirdikleri potansiyel hayati dongiiler aktive
edilebilirse, hiicreler hasarin verdigi zarardan bir dl¢lide kurtulabilirler. Bunun
icin yikilan noral aglarin tekrar restorasyonuna ve hatta ndrojeneze ihtiyag

duyulur.

4.3.1 Nororejenerasyon

Omurgasiz canlilarin cogu ve daha ilkel omurgalilarda yaygin bir sekilde
periferik ve merkezi sinir sistemi rejenerasyon yetenegine sahipken (42—44)
memeli hayvanlarin dogumdan sonra yeni ndronlarin ortaya ¢ikaramayacagi
diisiincesi bir donem literatiire hakimdi. Ancak c¢esitli calismalar yetiskin

hipokampus, olfaktor bulbus, retinal gangliyonik hiicreleri ve korteksinde dahi
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nororejenerasyonun izlerini bulmuslardir (45-48). Elde edilen yetiskin
ndrogenezine ait bilgilere gére maalesef bu rejenerasyon yetenegi merkezi sinir

sistemi hiicrelerinde zayiftir (49-51).

Fakat embriyojenik ve yenidogan hiicrelere bakildiginda durum
degismektedir. Yenidogan kiiltlirlerinin aksotomiye ragmen yasadigini bildiren
calismalar mevcuttur (52, 53). E18 néronlarla yapilan bir ¢alismada, hasarl
kortikal noronlarin neredeyse %350, hipokampal ndronlarinsa tamamina
yakininda ndrorejenerasyon — gormislerdir  (54). Yetigkin  noronlarla
karsilastirildiklarinda embriyojenik ve yenidogan noronlarin ¢ok daha hizli bir
sekilde hasarlanan akson ucundan biiyiime konisi gelistirebildikleri, bu sayede
daha cabuk akson uzamasini saglayabildikleri ve tekrar insa edilen biiylime

konilerinin rejenerasyonun ana odaklarindan biri oldugu fark edilir (54-58).

Biiyiime konisinin olusabilmesi i¢in hasarin olustugu bolgedeki lokal
molekiiller, hasar oncesi aksona dogru yola ¢ikmis olan kargolar, hasar
bolgesinde lokal translasyonlar ve somada meydana gelecek gen
ekspresyonlariyla beraber yeni molekiillerin sentezi ve taginmasi gerekir.
Hasarmn olustugu bolgede ilk anda ortaya gikan molekiil Ca™ molekiiliidiir.
Pargalanan aksondan hiicre i¢cine dogru yiiksek miktarlarda Ca++ girisi olur ve
bu da rejenerasyonun baslangi¢c asamasini olusturmaktadir (23), oyledir Ki
Cat++ bulunmayan ortamda yapilan aksonal hasar sonrasi biiylime konisi
olugmaz ve rejenerasyon meydana gelmez (58-61). Olusan Ca++ akisi bilyliime
konisi i¢in gereken hiicre iskeleti elemanlarinin olugmast icin sinyal
mekanizmasin1 olustururken aynm1 zamanda hasarlanan membranin hizlica
kapanmasini, geriye dogru molekiiler sinyalizasyonu ve lokalize translasyonu
saglar (57, 62-66). Cat++ akist ayn1 zamanda ERK sinyalizasyonunu da saglar
(67). ERK-1, ERK-2 ve p38 MAPK'in inhibitorlerinin de biiylime konisinin
rejenerasyonunu Onledigi ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (24, 68-70). Bu
kinazlar biiylime konisinin restorasyonunda direkt gorev alir.

Yine biiyiime konisinin olusabilmesi i¢in kalpainler tarafindan yikilan
hiicre iskeletinin (24) yeniden forme edilmesi gerekir (69). Biiyiime baglantili
tubulin (71) ve akson yonlendirme igin gerekli aktin (63) lokal protein

sentezleri sayesinde tekrar yapilanir (57). Immatur kortikal néron aksonlarina
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da RNA bulundugu (72) i¢in yine burada ndrorejenerasyon potansiyeli daha

fazla olugsmaktadir.

Bu mekanizmalarin yan1 sira ndrorejenerasyonun yeni gen ekspresyonu
ile de olusacabileceginden bahsedilmistir. Yetigskin beyin ve spinal kordunda
yasam boyunca kok hiicrelerin bulundugu bilinmektedir (73). Magavi ve
ark.'min kortikal tabaka IV noronlarina BrdU ile verdikleri kontrollii hasar
modelinde dogru lezyon kosullar1 olusturmanin progenitor hiicreleri apoptoza
kars1 piramidal noronlara doniistiirebilecegi gosterilmistir. Olusan hiicreler
uzun aksonlar uzatmis ve kortikotalamik baglantilar1 da tamamlayabilmislerdir
(74). Ayn1 zamanda akson hasar1 ¢gogu durumda transkripsiyon faktorlerini ve
epigenetik diizenleyicileri de aktive ettigi durumlarin oldugu da yapilan
caligmalarda gosterilmistir (75).

Tim bu rejeneratif mekanizmalarin karsisinda hasar yanit olarak ortaya
cikan glial skarin negatif etkisi de ortaya ¢ikmaktadir. Hasar boyutunu
azaltmak ve hiicre i¢i apoptotik sinyalleri ¢evrelemek icin olusan glial skar bir
yaniyla saglikli bir cevap gibi dursa da fiziksel bir bariyer olusturmasi ve
aksonun elongasyonunu engelleyen inhibe eden proteoglikanlar, TNF'ler gibi
protein ailelerini salgilamasi yoniiyle de nororejenerasyonun Oniinde engel
teskil etmektedir (77). Burada yine yetiskin ve embriyonik hiicreler arasindaki
fiziksel farki gérmekteyiz. Embriyonik hiicrelerin glial ¢evreleri yetigkinlere
gore daha farkli seyreder. Embriyonik aksonlar miyelinsiz olduklar1 ig¢in
cevreden gelen norotrofik yol gosterici faktorlere dogrudan maruz kalabilirler
ve bu da onlarin daha kolay ndronal rejenerasyonunu saglar. Ancak yetiskin
noronlarda bulunan miyelinin yarattig1 izolasyon ayni faktorler salinsa dahi
ayni etkiyi yaratamayacaktir. Hasarlanan miyelin debrislerinin de miyelin
baglantili inhibitorleri aktive edip aksonal uzamayr kisitlayacagr da
gosterilmistir (78, 79). Bu olumsuz faktérlerin yarattigi etkilerin kisitlayici
mekanizmalarim1 bulmak ndronlarda rejenerasyonu tetikleme igin anahtar

olacaktir.

Tiim bunlar ele alindiginda aslinda nororejenerasyonun sadece ndronun
icsel faaliyetinden meydana gelmedigi noéronun bulundugu mikrogevrenin

icinde bulundugu durumun da ¢ok belirleyici oldugu agiktir.
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4.4. Minosiklin ve Etkileri

4.4.1. Minosiklinin farmakolojik yapis1 ve metabolizmasi

7-dimetilamino-6-dimetil-6-deoksitetrasiklin  acik  formiiliine  sahip
minosiklin 30 yilin tizerinde kullanim siiresine sahip ikinci kusak, yar1 sentetik
bir tetrasiklin analogudur (Sekil 4.4.1). Minosiklin farmakokinetik olarak
birinci kusak tetrasiklinlerden ¢ok daha iyi bir profile sahiptir. Agizdan
alindiginda hizlica ve tamamen emilir, yasli populasyonda dahi uzun Omrii ve
mitkemmel doku penetrasyonu ile %100 biyoyararlanim gosterir (80-82).
Metabolizasyonu karacigerde olan ilacin, atilim1 fekal yolla gerceklesir, liriner

yolla atilim1 minimaldir (83).

HC_ _CH; H,C
N

N

OH O OH o O

Sekil 4.4.1 Minosiklinin kimyasal yapist

Minosiklin uzun siireli kullanimlar i¢in giivenli bulunmus bir ilagtir.
Uzun donemli tedavilerde giinde FDA tarafindan 6nerilen en yiliksek doz olan
200mg'a kadar insanlarda genelde giivenli ve iyi tolere edilebilir olarak
bulunmustur. Minosiklinin en bilinen yan etkileri sOyledir; fotosensitivite,
karaciger ve bobrek toksisitesi, dislere etki, diyare, bulanti, vertigo, hafif bas

donmesidir. Bu c¢ok goriilen yan etkiler genelde alimindan sonraki erken
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donemde baglar ve tedavinin sonladirilmasiyla kisa siirede kaybolur. Ancak 6
aydan uzun siirecek tedaviler igin hastalarin 3 ayda bir genel kontrolden

gegirilmesi tavsiye edilir (82-84).

4.4.2. Minosiklinin antibiyotik etkisi

Tetrasiklinler genis spektrumlu bakteriyostatik antibiyotiklerden
sayilirlar. Cilinkii aerobik - anaerobik, gram pozitif- gram negatif ve Riketsiya,
Klamidya, Plasmodyum ve Mikoplazma pndmonia gibi mikroorganizmalarin
tamamina kars1 aktif olarak c¢aligirlar. Tetrasiklinlerin antibiyotik olarak gorev
yapmalarini saglayan temel mekanizma; bakteriyel 30S ribozomal alt {initelere
baglanabilme ve protein sentezini inhibe etme yetenekleridir. Etkinligini
arttirmak adina bircok yapisal degisiklik iizerinde ¢alisilmistir. Ornegin, 7 ila 9.
karbonlar1 arasindaki ring modifikasyonu, minosiklin ve doksisiklinin semi

sentetik bilesikleriyle yiiksek etkinlige taban olugturmaktadir (85).

Hem gram pozitif hem de gram pozitif bakterilerin iizerinde etkili olan
minosiklin, akne vulgaris tedavisi i¢in Ila¢ ve Saghk Bakim Uriinleri
Diizenleme Ajansi tarafindan (MHRA-Ingiltere) ve romatoid artrit ile cinsel
yolla bulasan bazi hastaliklarin tedavisi i¢in Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi
(FDA-ABD) tarafindan gelistirilmistir (86, 87).

Antibiyotik amagla akne vulgaris, lepra, gonora, riketsia enfeksiyonlari,
mikoplazma enfeksiyonlari, basil enfeksiyonlari, kok enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlari, tiretrit ve bunun disinda yiiksek lipofilik 6zelliginden dolay1
merkezi sinir sistemine gegis yapabildigi i¢in daha yeni olarak ndrolojik

hastaliklarda da kullanilmaktadir (83).
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4.4.3. Minosiklinin norodejenerasyona etkisi

Minosiklin kan beyin bariyerini kolaylikla asabilen lipofilik bir madde
(88) olmasiyla serebrospinal siviya ve merkezi sinir sistemi hiicrelerine gegis
yapmayi basarir (89-91). Bu o6zellik de minosiklinin birgok merkezi sinir
sistemi hastaliginin tedavisinde kullanilabilme olasiligin1 ortaya ¢ikarmistir (3,
92, 93). Tetrasiklinlerin antibiyotik ozellikleri ilk olarak 1940'larda
tanimlanmistir ancak daha yeni olarak, c¢aligmalar daha ¢ok antibiyotik
olmayan ozellikleri iizerine yogunlagmistir. Gergekten de tetrasiklinlerin anti-
mikrobiyal aktivitelerinden bagimsiz olarak, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik
aktiviteleri ile anjiyogenez, tiimor metastazi ve proteoliz lizerindeki inhibe
edici etkilerini igeren ¢ok cesitli biyolojik etkileri belirtilmistir (94-97).
Minosiklin 0zelinde bakilacak olursa roza, biilloz dermatoz, norotrofilik
hastaliklar, pioderma gangrenozum, sarkoidozis, aort anevrizmalari, kanser
metastazlar, periodontit ve otoimmun hastaliklar1 (romatoid artrit ve
skleroderma gibi) igeren inflamatuar kokenli hastaliklar i¢in yararli oldugu
daha 6nce de belirtilmistir (91, 98).

Bu c¢alismalardan yola ¢ikilarak  minosiklinin  antiinflamatuar,
immunomodiilatér ve noroprotektif etkilerinde yer alan mekanizmalari
arastirtlmaya baglanmistir. iINOS, MMPs, PLA2 gibi anahtar enzimlerin
aktiviteleri lizerindeki inhibitor etki (99-101), p38 MAPK fosforilasyonunun
rediiksiyonu (102), kaspaz 1 ve kaspaz 3 aktivasyonunun inhibisyonu (103),
Bcl-2 sebepli etkilerin 1iyilestirilmesi (104-106), PARP-1 aktivitesinin
inhibisyonu (107), tirozin proteininin nitrasyonunun rediiksiyonu (108) gibi
bulgular ¢alismalarin bu alanda daha da derinlesmesine kanit olmustur. Anti
inflamatuar ve anti apoptotik ozelliklerinden yola ¢ikilarak arastirmacilarin
merakini merkezi sinir sistemi i¢in de ¢ekerek caligmalarin yapilmasina sebep
olmustur.

Yrjanheikki ve ark. (2) minosiklinin néroprotektif etkisini yayinlamis ilk
gruptur. Bu bulus minosiklinin deneysel inme, norodejeneratif hastaliklar ve
spinal kord hasarinda da noroprotektif etkilerinin arastirilmasina Onciiliik

etmistir. Bu c¢aligmalarin bazilari, minosiklinin énemli noroprotektif etkilerini
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gostermisken bir taraftan digerleri, minosiklinin etkisiz hatta yikici etkisinin
oldugunu ortaya koymuslardir. Calismalarin vardigi sonuglar hangi deneysel
modelin kullanildigina, hangi dozda verildigine, verilis sekline, ila¢ tedavisinin
siiresine, tiire gore degisiklik gdstermektedir. Ornegin minosiklin dozunu test
eden ¢esitli ¢alismalardan noroproteksiyon gosterenler gorece daha diisiik
dozlar olup yiiksek dozlarda toksisite gozlenmistir (109, 110). Sasirtici olarak,
minosiklin tedavisi yenidogan farelerdeki inme modellerinde kotii prognoza
sebep olurken, benzer doz ve paradigma ile verilen minosiklinin siganlardaki
hasar1 azalttig1 goriilmiistir (110, 111).

Ancak yine de minosiklinin néroproteksiyon etkileri azimsanmayacak
Olgiide degerlidir ve iskemi modelleri, intraserebral hemoraji, spinal kord
yaralanmalari, travmatik beyin hasarlari, Parkinson ve Huntington
hastalikliklari, Alzheimer hastaligi, Amiyotrofik Lateral Skleroz gibi ¢esitli

norodejeneratif durumlarda noroprotektif etkileri ¢alisiimaktadir.

4.4.3.1. iskemik inme

Anti-inflamatuar 6zelliklerine karsin, minosiklin hem global hem de
fokal iskemi modellerinde noroprotektif ajan olarak rol oynadig1 ve bu siireci
iskemik beyin bolgesinden inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ile sagladigi
gosterilmistir (112, 113). Gerbillerde yapilan Onbeyin iskemi modeli,
minosiklinin tedavisi iskemik hasarin hemen ardindan baslasa dahi mikroglial
aktivasyonu engelleyerek infarkt boyutunu kiigiilttiigi, hipokampal néronlarin
yasama ihtimallerini arttirdigi rapor edilmistir. Bu etkiler etkilenen beyin
bolgelerindeki IL-1B donistiiriicii enzimlerin, COX-2 ve iNOS mRNA
seviyelerinde azalmanin esliginde olusur (2, 114).

Fokal beyin iskemisinde MMP inhibisyonun infarkt hacmini azaltan ve
boylelikle noroproteksiyon sagladigini belirten ¢alismalar (115) sonucunda
minosiklinin de bu yolu kullarak néroproteksiyon sagladigi diistiniilmiistiir
(116, 117). Minosiklinin noéroprotektif etkisinin MMP’1 inhibe ederek ortaya
¢iktigini 6ne siiren bir ¢aligmada (116) MMP-9 bulunan ve MMP-9 knock-out

edilen farelerde beyin iskemi modeli olusturulmus ve kalici beyin iskemisine
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karst MMP-9 bulunan farelerde koruma goriiliirken, MMP-9 knock-out edilen
farelerde koruma goriilmemistir. Sonrasinda Park ve ark. (117) yaptig bir diger
calismada farelere intraperitonal verilen 1mI/100g minosiklinin, yine diger
MMP inhibitorlerine benzer sekilde, deneysel fokal kortikal iskemiyi takip
eden noroinflamasyonun tedavisinde etkili oldugu goriilmiistiir. Bu ¢aligmalar,
hem iskemik olaydan once hem de sonra minosiklin tedavisinin MMP
inhibisyonu {izerinden infarkt hacmini ve iskemik korteksteki inflamatuar

mediyatorlerin ekspresyonunda azalttigini géstermislerdir.

Minosiklin tedavisi sonrasi beyin igerisindeki inflamatuar mediyatorlerin
ekspresyonundaki azalma bircok klinik oncesi tekrarli ¢alismada ortaya
konmustur. Bu mediyatorlerden 6nemli biri olan HMGB-1 ile minosiklinin
iligkisi ve bu yolla iskemik hasarin korunmasi arasindaki iliski saptanmistir
(118, 119). HMGB-1 iskemide aktif rol alan alarmin grubu bir ¢ekirdek
proteinidir (120) ve nekrotik hasarli hiicreler tarafindan ekstraseliiler alana
saliir (121). Bu yiizden iskemide bir markir olarak kullanilmaktadir. Kikuchi
ve ark. (118) oksijen ve glikozu deprive ederek olusturduklari in vitro iskemi
modelinde minosiklinin HMGB-1’le diizenlenen p38 MAPK ile ERK 1/2
aktivitesini inhibe ettigini ve bulunduklar1 deneysel kosullar altinda ilk 4 saat
hiicre 6liimii goérmediklerini bildirmislerdir. Bu da minosiklinin akut fazda
yararl bir etkisinin olabilecegi sonucuna varilmasina kanit olusturmaktadir. Bir
bagka calismada Hayakawa ve ark. (119) 4 saat MCA okliizyonu yapilan
murinleri 14 giin boyunca intraperitonal olarak minosiklinle tedavi etmiglerdir
ve bulduklar1 molekiiler sonuglara goére minosiklin ge¢ donemde dahi
mikroglial aktivasyonu inhibe ederek HMGB-1’i azaltmistir. Ayrica
murinlerde iskemi kaynakli néromotor bozukluklarda iyilesme elde edilmistir.

Minosiklinin in vitro ve in vivo ¢alismalarda farkli noronal hiicre
tiplerinde farkli etkiler gosterdigi de goriilmiistiir. Ornegin in vivo ve in vitro
modellerdeki noronlar icin diisiik dozlarda néroprotektif bulunan minosiklinin
astrositler iizerinde koruyucu bir etkisi gozlenmemistir (109). Buna karsilik,
iskemi kaynakli astroglioziste azalma ve iskemik hasardan sonra azalan beyaz

cevher hasar1 minosiklin uygulamasi ile beraber ortaya ¢ikmistir (122, 123).
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Minosiklinin en 6nemli etki mekanizmalarindan biri olan mikroglial
aktivasyonun inhibisyonu yoluyla olusturdugu koruyucu etkinin yan1 sira Min
ve ark. (124) yenidogan farelerde yaptiklar1 arastirmada minosiklinin sadece
mikroglial aktivite {izerinden beyin inflamasyonunun azaltildigin1 degil bunun
yaninda periferal inflamasyon cevabi olarak ortaya ¢ikan lokosit aracili
inflamasyonu da azalttigini rapor etmistir. Bunun yaninda minosiklinin kognitif
diizeyde de iyilesme etkisi kaydedilmistir (125).

Bahsedilen ¢alismalarda minosiklin akut fazdaki etkilerinin yaninda
Arvin ve ark. (126) hipoksik iskemik hasardan sonra kronik dénem igin
sistemik minosiklin tedavisinin diizenlenebilecegini, kaspaz 3 aktivasyonunu
ve kalpain klivaj substrati Onleyerek gelisen beyinde ndroprokteksiyon

saglanilabilecegini belirtmistir.

Preklinik ¢alismalarin umut vadetmesi sonucunda arastirmacilar iskemik
beyin hasarindan muzdarip hastalarin tedavilerinde minosiklinin kullanilip
kullanilmayacagini arastirma konusu edinmislerdir. A¢ik uclu, katilimer kor bir
calismada 5 giin siiresince giinde 200 mg minosiklinin oral alimmin akut
merkezi sinir sistemi hasarinda 6 ila 24 saat iginde biiyiik komplikasyonlar
onledigini, 7. , 30. ve 90. giinlerde anlamli derecede NIH Inme Skalasi
skorlarimi  diisiirdiigiinii ve Barthel Indeksi skorlarim yiikselttigini
raporlanmistir (127). Bu da minosiklinin akut fazda aliminin iskemik hasar

prognozunda iyilegsmeye yarar sagladigini gostermektedir.

Minosiklinin in vivo ve in vitroda goriilen inhibitor etkisi infart
boyutunda azalmayla ortaya ¢ikarken pozitif etkisi kognitif davranigsal
komplikasyonlarda goriillmektedir. Deneysel modellerdeki bu sonuglarla
yapilanon translasyonal calismalarda akut fazda minosiklinin ndéromotor

iyilesmeye katkida bulundugu 6zetlenebilir.

4.4.3.2. intraserebral hemoraji

Intraserebral hemoraji gorillen inme vakalarinin yaklasik S'te 1'ini
olusturup inmenin en 6nemli nedenleri arasinda (33) yer almaktadir (128).

Temelde beyindeki kan damarlarinin spontan riiptiirleriyle olusur. Damar
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biitiinliigliniin bozulmasiyla birlikte kan beyin parenkimine dolar, kan beyin
bariyeri hasarlanir, hematomlar olusur (129, 130). Oksijen ve glukozun
tasinimi sekteye ugrar ve néronlarda apoptoz ve nekroz izlenir. Hematomlu
bolgede mikroglialar aktiflesir, periferdeki immiin hiicreler beyne dogru gog
ederler (33, 34). Odem meydana gelir ve pro-inflamatuar sitokinler iiretilir,
Intraserebral hemorajiye yanit olarak salinan en 6nemli sitokinler arasinda
TNF-a, IL-1p ve MMP-12 sayilabilir (131).

Minosiklinin bilinen etkilerinden dolay1 arastirmacilar iISH'de de hangi
tedavi edici etkileri olabilecegini ¢alismislardir. In vivo modellerde olusturulan
birka¢ calismada ISH sonrasi verilen minosiklinin 6dem ve mikrodamar
yapisindaki bozulmadan kaynakli hasari azalttigi (132), TNF-o ve MMP-12
ekspresyonunu disiirdiigic (72, 132, 133), trombin kaynakli aktive olan
mikroglialarin salgiladig1 IL-1B miktarini, hematom cevresi beyin ddemi ile
atrofisini ve nérolojik bozukluklari azalttig1 (72), subkortikal beyaz cevheri de
koruyucu ve fonksiyonunu diizeltici etkisi oldugu (134) kanitlanmigtir. Ancak
hematom sinirinda yasayan ancak 1-3 giin sonra i¢cinde 6lme egilimi gdsteren
noronlara etkisine bakildiginda minosiklin mikroglial aktiviteyi azaltmasina
ragmen bu noronlara karst noroprotektif olamamis, doku kaybini
onleyememistir (131). Bu da minosiklinin noroprotektif etkisinin hiicresel
yanitlarinda her zaman ayni sonuglara sebep olmadigini gosterir. Bagka bir
calisma da minosiklin verilis seklinin minosiklinin etkinli§ine onemli katkis1
bulundugunu  gdstermistir.  Intrakraniyal ~ve intraperitonel  verilip
karsilagtirildiginda intrakraniyal olarak direkt hematom iizerine verilen
minosiklinin dozaj da arttifinda beyin hasarin1 ve ndéron kaybini daha g¢ok
azalttigi kanmitlanmis, hem intrakraniyal hem de intraperitonel verilen
minosiklinin ise sinerjik etki gosterdigi bulunmustur (135).

In vitro modellerde, minosiklin kollajen tip-IV kaybini, mikroglial

aktivasyondan ortaya ¢ikan ROS iiretimini distirtir (136).

Bu bulgulardan yola c¢ikalarak yapilan klinik ¢alismalar da yapilmistir.
Orta ve kronik ISH hastalarinda yiiksek doz intravendz (maksimum 700mg)
minosiklin kullanimi giivenlidir. Klinik ve radyolojik bir etkisi goriilmese bile

hastalarin MMP seviyesinde 5. giinde anlamli bir azalis yaratmay1 basarmistir
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(137). Fouda ve ark. yine MMP inhibisyonu gérmeyi bekledikleri akut iSH'li
hastalarda minosiklin kullanimindan sonra bir diislis gozleyememislerdir.

Ancak hastane Oncesi intravendz minosiklin kullanimin giivenli oldugunu

bildirmislerdir (138).

4.4.3.3. Spinal kord hasar

Spinal kord hasarlar1 (SKH) en sik goriilen travmatik hasarlardan biridir.
Motor ndronlarin islerligini bozdugu ve duyu yolaklarini etkiledigi icin viicutta
onemli lokomotor fonksiyonlarin yerine getirilememesine sebep olur. Bu
baglamda spinal kord hasarlarinda minosiklin uygulamalar1 daha ¢ok motor
fonksiyon iizerine yogunlagmuistir.

Yapilan fare ve sican SKH modellerinde arka ekstremitelerde motor
fonksiyon ve koordinasyonun gelistigi gosterilmistir (139-144).  Motor
fonksiyonun gelismesine yarar saglayan mekanizmalar arasinda azalan
mikroglial aktivitenin baskilayamadigi noro-biiyiime faktorlerinin ortaya
¢ikmasi (140), oligondendrosit 6liimiiniin gecikmesi veya azalmasi ile genel
apoptozun azalmasinin etkisi (140, 143, 144) ile bununla korele goriilen lezyon
bolgesinin ve aksonal hasarin azalmasi (139, 143-145), sitokrom ¢ ve kaspaz
aktivitelerinin azalmasi1 (146, 147) bulunmaktadir. Bunun yanisira yukarida
bahsedilen azalmis mikroglial aktivitenin SKH'ndaki akut ve kronik etkilerini
in vitro ve in vivo olarak inceleyen Pinkernelle ve ark. (148) akut fazda glial
skarin bileseni olan reaktif astrositin bagisiklik ve glutumat diizenliligi
tizerindeki yararli etkilerini minosiklinin baskiladigina vurgu yapmislar ve
kronik dénemde kendi in vitro modellerinde minosiklin tedavisiyle glial skari
azaltabildiklerini gostermislerdir. Bu nedenle akut faz yerine SKH'da kronik
fazda minosiklin tercihinde bulunulabilir.

Bu ¢alismalarin actif1 yolda Casha ve ark. SKH'l1 hastalarda 6nce faz |
(149) daha sonra faz Il (150) ¢alismalarda minosiklin tedavisini denemistir.
Faz I calismada 1 yil boyunca giinde toplam 400 mg'r asmayacak sekilde
intravendz minosiklin alan hastalarin ASIA, FBO, SCIM gibi fonksiyonel SKH

skalalarinda anlaml iyilesme goérmiisler ancak bu iyilesmeyi sadece servikal
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kord seviyesinden yaralanmis hastalarda elde etmiglerdir. Faz Il ¢alismasinda
ise plasebo verilen hastalara kiyasla 7 giin boyunca 200 mg minosiklin alan
hastalar ASIA skalas1 motor fonksiyonda 6 puan gelisme gostermislerdir. Yine
burda da servikal kord inkomplet yaralanmali hastalarda daha biiyiik bir
iyilesme gozlenmistir (Faz III ¢calisma yayinina ulasilamamastir.).

SKH'nin yol agtig1 bir diger bozukluk duyu yolaklarinin hasaria bagh
ortaya c¢ikan noropatik agridir. Minosiklin - kullanilan SKH hayvan
modellerinde IL-1 ve TNF-a ile p38 MAPK iizerinden nosisepsiyonun
yeniden diizenlenmesini saglayarak ndropatik agrinin azaldigini saptayan

caligmalar literatiirde mevcuttur (151-153).

4.4.3.4. Travmatik beyin hasari

Travmatik beyin hasar1 (TBH) halk saghgmi ilgilendiren en 6nemli
norodejeneratif bozukluklardan biridir (154). Bu nedenle sinir sistemini
koruyucu etkisi bulunan minosiklinin travmatik hasarlara olan etkisi bir¢ok

¢alismanin konusu olmustur.

Travmatik beyin hasar1 sonrasi noroinflamasyona aracilik eden beynin
yerlesik immiin hiicreleri olan mikroglialar aktive olurlar. Hasar1 takiben
kortikal dokuda sitokin ve kemokin ekspresyonunda artis ile hasar alan
hemisferdeki talamus ve hipokampiiste dahi bariz doku hasar1 meydana gelir.
Bu hasar sonucu olusan tablo hem olgun hem de pediatrik beyinde hemen
hemen aynidir (155-159).

Minosiklin TBH sonrast in vivo yapilan deneylerde yetiskin ve pediatik
beyinde aktif hale gelen mikroglial aktiviteyi Ozellikle akut dénemde
azaltmistir (160-162). Bunun yaninda azalmis mikroglial aktivitenin bir
sonucu olarak ortaya ¢iktig1 diislinlilen hasarlanmis bolgenin hacminin
azalmas1 yetigkin hayvanlarin kullamildig1 c¢alismalarda yine akut dénem
minosiklin tedavisi ile saglanmistir (160, 163). Sasirticidir ki pediatrik
hayvanlarin kullanildigi c¢aligmalarda 06zellikle talamusta ndron hayatta
kalimini1 saglasa dahi hasar hacmine minosiklin tedavisini etkisiz kaldigi da

bildirilmistir (161, 162). Yine daha ilging olarak, yeni bir klinik ¢alismada orta-
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agir TBH'li hastalarla yapilan uzun erimli bir c¢alismada akut minosiklin
tedavisinin insanlarda da mikroglial aktiviteyi azalttig1 ancak uzun dénemde
beyin atrofisine sebep oldugu gosterilmistir (164).

Yine beyin hasarina yanit olarak goriilen onemli sitokinlerden IL-1§
yetigskin in vivo ¢alismalarda minosiklin tedavisiyle akut déonemde azalmistir
(160, 163). Minosiklinin IL-1p lar1 baskilama mekanizmasini kaspaz-1
ekspresyonunu inhibe etme yoluyla elde ettigi diisiniilmektedir (163). Aksine
pediatrik modellerin kullanildig1 calismalarda inflamatuar etkinin olmadig

tartistlmustir (162).

In vivo yapilan ¢alismalarda akut donemde motor defisitlerde (160, 163)
ve kognitif siireclerde iyilesmeyi -6zellikle beyaz cevherin korunumu yoluyla-
(165-167) sagladigi da gosterilmistir. Ancak yine Scott ve ark. (164) yaptig
klinik c¢alismada kognitif parametrelerde azalma gorilmiistiir. Celigkili gibi
goziken bu calismalarin daha iyi anlasilmasi i¢in daha fazla karsilagtirmali

aragtirmaya ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.

4.4.3.5. Parkinson hastahig

Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligindan sonra goriilen en sik ikinci
norodejeneratif hastaliktir. Nigrostriatal yolaktaki dopaminerjik noronlarin
kaybi ile Lewy cisimcikleri denen a-siniiklein agregatlariyla karakterizedir.
Oksitadif stres, mitokondrial disfonksiyon ve noroinflamasyon hastaligin
prognozunda etkili unsurlardir (168). Artmis mikroglial aktivitenin de ROS
sekresyonunu arttigi gézlenmistir (169). Minosiklinin bu unsurlardaki bulunan
etkileri Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in g¢esitli modeller kullanilarak
arastirilmastir.

Kimyasal bir Parkinson modellerinde yapilan calismalardan bazilar
mikroglial aktivitenin ve hiicre Sliimlerinin azaldigini bulurken (170, 171),
digerleri azalmis mikroglial aktivite ve artmis ndrotoksisiteyi rapor etmislerdir
(172, 173). MTPT Parkinson fare modelinde minosiklinin nigrostriatal
dopaminerjik nérodejenerasyonunu dnlendigi ve bu etkinin striatum ve nukleus

akkumbensteki dopamin tiikketiminin Onlenmesi ile ve kaspaz-1 iINOS
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ekspresyonu azalmasiyla iliskisi kurulmustur (171). Wu ve ark.nin yaptigi
calisma ise nigrostriatal dopaminerjik noronlar1 koruma yetenegi olan
minosiklinin azalmis mikroglia aktivasyonu, olgun IL-1B formasyonunun
inhibisyonu, NADPH oksidaz1 ve iNOS aktivasyonu ile olan iligkisini ortaya
koymuslardir (174). Ek olarak serebellar graniiler noronlar ve glia primer
kiiltiiriiniin kullanildig1 in vitro bir ¢alisma MPP+'nin aracilik ettigi iNOS
ekspresyonu ve NO-indiiklii norotoksisiteyi inhibe ettigi bildirilmistir. Bu etki
serebellar graniiler noronlardaki p38 MAPK inhibisyonu ile alakali
bulunmustur (171). Tam tersine, Yang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
minosiklinin MTPT indiiklii toksisiteyi azaltmadigr ve dopaminerjik néronlar
tizerinde koruyucu etki yapmadigini ortaya koyan sonuglar elde etmisler ve
bunu minosiklinin dozu, verilis sekli gibi yontem farkliliklarina baglamislardir.
1 y1l sonra yapilan primat kullanilan bir ¢aligmada ise minosiklinin putaminal
dopaminerjik sinir sonlanmalarinda biiyilkk kayiplara yol actigi dikkat
cekmistir. Calismanin devaminda yapilan fare modelinde ise minosiklin alan
grup daha yavas motor iyilesme gdstermis ve dorsal striatumda dopaminerjik
hiicre kaybi daha fazla saptanmustir (172).

Weaver farelerin kullanildig:1 genetik Parkinson modelinde, minosiklin
tedavisinin nigrostriatal ndroproteksiyona yol ac¢tigr bulunmustur (175).

Yine bagka bir model olan 6-OHDA Parkinson modeliyle yapilan
calismalarda birbiriyle tutarli sonuglar elde edilmistir. Bu caligmalarda
minosiklinin  mikroglial aktiviteyi azaltarak nigrostriatal dopaminerjik
noronlart korudugu (176) ancak bu terapotik etkinin minosiklinin verilis
zamaniyla belirleyici olacagina dikkat cekilmistir. Ozellikle hasar sonrasi
verilen minosiklinin hiicre kaybim1 daha azaltigr tartistlmistir  (177).
Minosiklinin verilis zamanin1 arastiran yeni bi ¢alisma ise zebrabaliklarinda
yapilmis, 6-OHDA enjeksiyonundan 6nce verilen minosiklinin dopaminerjik
noronlart  korudugu ve kontrollere nazaran daha hareketli olduklar
gozlenmistir. 6-OHDA  enjeksiyonundan sonra verilen  minosiklinle
nororestorasyon etkisine bakilmis ve lokomotor fonksiyonun tam olarak
tyilestigi saptanmistir. Ancak dopaminerjik noronlar1 bir kisim restore olsalar

dahi tam olarak iyilesme gostermemislerdir (178).
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Hayvan modellerindeki bu sonuglara dayanarak klinik c¢alismalar da
diizenlemistir. Bir pilot klinik ¢alismada hastalara 18 ay boyunca giinde 200
mg minosiklin verilmis. Degisiklikler Parkinson hastaligi derecelendirme
skalasi ile degerlendirilmis, Semptomlarda azalma ya da artma gozlenmemistir

(179).

4.4.3.6. Huntington hastaligi

Huntington hastaliginin transgenik R6/2 fare modelinde minosiklinin
etkilerini arastiritlmis ve hastaligin ilerleyisini ve 6lim oranini geciktirdigini
rapor etmislerdir. Altinda yatan mekanizma olarak da kaspaz-1 ve kaspaz-3'iin
ekspresyonunu inhibe etmesi ile azalmis INOS aktivetisi olarak belirtilir.
Dahas1 minosiklin ile tedavi edilmis farelerin beyinlerinde daha diisiik
miktarda olgun IL-1p bulunmaktadir (103). Ancak baska bir ¢alisma ise yine
aynt genetik model iizerinde yaptiklart ¢alismada minosiklinin terapotik
etkisine dair bir isaret bulamamislar ve hatta zararhi etkilerine dikkat
cekmislerdir (172, 180). Diger yandan minosiklinin piriivat ya da koenzim Q
ile kombine sekillerde kullannmi HH tasiyan farelerde Onemli oOl¢ilide
noroproteksiyon saglamistir (181, 182).

Pre-klinik calismalar1 celiskili olan minosiklinin olumlu etkiler goze
aliarak dahil edildigi klinik ¢alismalara da literatlirde rastlamak miimkiindiir.
Az katilimcili agik bir caligmada minosiklinle 2 ay boyunca giinde 100-200 mg
minosiklinle tedavi edilen hastalar 6 ay sonunda degerlendirilmis ve toksisite
bulunmamasinin yanisira motor iyilesme ve mini mental skorlamalarinda artis
elde edilmistir. 24. ayda takiplerinde ise motor fonksiyonalitede denge ve
psikiyatrik bulgularda azalma bildirmislerdir (183). Ayni1 dozlarin kullanildig:
cift kor randomize kontrollii bir aragtirmada ise hastalar minosiklin dozunu 1iyi
tolere etmis ancak HH degerlendirme 6lgeginde bir degisiklik kaydedilememis
ve hatta stroop testte daha kotli sonuglar belirtilmistir (184). Diger bir pilot
caligmada ise tolerasyonun iyi oldugunu benzer sekilde ortaya koymus fakat 6
aylik minosiklin tedavisinden sonra motor gelismeden yoksun kalinmigtir

(185). 18 ay boyunca yapilan ¢alismada giinde 200 mg minosiklinin iyi tolere
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edilebilir ve gilivenli oldugu bulunmus, total fonksiyonel kapasitede anlamli
olmasa da goz ardi edilmeyecek iyilesme kaydedilmistir (186). Bu geliskili
sonuclar minosiklinin molekiiler etki mekanizmasinin heniiz tam olarak
anlagilamamasi1 kaynakli etkilerinin 6ngoériilememesinden izleniyor diye

disiiniilebilir.

4.4.3.7 Alzheimer hastahig

Alzheimer hastaligi noronal hiicre kaybi, plak agregasyonundan dogan
vaskiiler hasar ve norofibriler yumaklarla karakterize kognitif fonksiyonlara da
etki eden norodejeneratif bir hastaliktir (187, 188). AH'nda amiloid beta olusan
sabit ve belirgin norit plaklarinin bir bileseni ise aktif mikroglialardir (189).
Goriilen bu mikroglial aktivite ve sonrasinda yol actigi IL-1, IL-6 ve TNF-a
gibi sitokin ve proteazlarin sekresyonu (189) minosiklinin farmakolojik
profilinin AH tedavisine bir aday olabilecegi diisiincesini olusturmustur. AH'da
minosiklinin etkilerini arastiran ilk ¢alisma saporin verilen farelerdeki
kolinerjik hiicre kaybinin ve mikroglia aktivasyonun azalmasi, pro-inflamatuar
mediatdrlerin transkripsiyonunda asagi dogru diizenlenme ve artmis kognitif
bozuklugu selimlestirme gibi yararli etkiler ortaya g¢ikardigini kanitlamistir
(141, 190).

Minosiklin tedavisi, APP transgenik farelerde sinir biiyiime faktorii, TNF-
o, IL-6 ve IL-1B nin mikroglial iiretimini baskilar (191). Ustelik Choi ve
ark.(192) Api4> tedavisi ya da APPmin C fragmanmin aktarilmasiyla
diferansiye edilen PC-12 noronal hiicrelerinde, sinaptik plastisite ve kaspaz-12
aktivasyonu icin gerekli de novo protein sentezinin etkinligini azaltarak
kognitif fonksiyonlar1 tamir edilebilen elF-2a fosforilasyonunu (193-195)
minosiklinin azaltti§in1 rapor etmislerdir. p-elF2a daki yiikselis ayrica
minosiklin verilen iki hayvan modeliyle de distiriilmistiir; APi42 verilmis
sicanlar ve Tg2576 farelerde minosiklin ndronal Sliimii azaltmuis, kognitif
bozuklugu iyilestirmis ve hafiza ile 6grenmedeki defisitleri azaltmistir (192).
Benzer olarak, minosiklin tedavisi erken plak Oncesi inflamatuar siiregte

Alzheimer benzeri bir transgenik sican modelinde biligsel-davranigsal
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bozukluklar1 diizeltmede ve fazla galisan AP ile MHC 11, INOS ve COX-2 gibi

proinflamatuar markir seviyelerini diistirmiistiir (196).

4.4.3.8. Amiyotrofik lateral skleroz

ALS spinal kord, beyin sapi1 ve motor korteksteki motor néronlarin
oliimii ile karakterize bir norodejeneratif bir hastaliktir. ALS'nin patogenezine
bakista, kaspaz 1-3 ,INOS, p38 MAPK 1 igeren gesitli pro-inflamatuar
sinyallerin yiikselmis aktiviteleri ve yukar1 dogru diizenlenmis ekspresyonlari
ile iligkisi goze ¢arpar (197, 198). Tam da bu yiizden minosiklinin bu hastaligin

prognozunda yararli olabilecegi diisiiniilmistiir.

Gergekten de mutant human SOD1-G93A geni eksprese edilmis fareler
minosiklin hastaligin ilerleyisini geciktirmis, bu farelerde uzamis sag kalim
yaratmigtir. Bu modelde ayrica in vitro hiicre ve hiicreden izole edilmis
mitokondride minosiklin sitokrom c'nin gegisini kolaylastiran mitokondrial
gegirgenligi azaltmistir (199). ALSIi farelerde motor néron dejenerasyonu ve
kas kuvveti zayiflamasini geciktirdigi ile artmis yasam siiresi gibi benzer
etkiler bagkaca ¢alismalarda da ortaya konmustur (200, 201). Ek olarak in vitro
caligmalarda ALS de dahil olmak {izere motor noron hastalig1 olan hastalardan
alman ve Kkiiltiirlenen noronlara verilen minosiklinin ndronal apoptozu
azalmigtir (202). Daha yeni bir primer kortikal néron kiiltiirii ¢alismasinda
ALS'li hastalardan alinan serebrospinal s1vi ile toksik hale getirilip ALS modeli
olusturulmus ve minosiklinin bu olusan toksisiteyi azalttig1 ve noroprotektivite
sagladig1 gosterilmistir (203).

Hayvan modellerindeki umut verici ¢alismalar sonucu ¢ok merkezli,
randomize plasebo kontrolli faz 3 ¢alismast hemen denenmis fakat
minosiklinin zararli bir etkisi oldugunu ortaya koymustur. ALS hastalar1 9 ay
boyunca giinde 400 mg minosiklinle tedavi edildiklerinde, bu hastalar ALS
fonksiyon skalasinda plasebo gruba gore manuel kas testi ve vital kapasitede
daha hizli bir diislis gostermislerdir. Ayrica anlamli olmasa dahi minosiklin
grubunda sagkalim orani biraz daha azdir (204). Bu sonuglar minosiklin

dozunun glutamat reseptor 1 fosforilasyonu ile membran etkinligini arttirmis
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ve glutamat toksisitesiyle ndron kaybina yol agtigii tartistirmistir. Sonuglar
minosiklinin noéronal hiicrelerdeki molekiiler etkilerine daha derinden

bakilmasi ihtiyacin1 dogurmaktadir.

4.4.4 Minosiklinin nororejenerasyona etkisi

Minosiklinin bu genis ve yer yer c¢eligkilere sahip noroprotektif
etkilerinin yani sira son yillarda yapilan ¢aligmalarda nororejeneratif etkileri de
ortaya konmaya baslanmistir. Ne yazik ki su ana kadar literatiirde yapilmis

calismalarin sayis1 epey azdir.

Sinir  sisteminde rejenerasyon kapasitesi merkezi ve periferal
konumlanisa gore degisiklik gostermektedir. Siyatik sinir hasarini konu alan bir
caligmada minosiklinin inflamasyon (MHC1, THNF-o, MMP9), stres (ATF3,
VEGF), biiytime baglantili protein (GAP-43) ve apoptotik (Bcl-2, Bax, kaspaz-
3) faktorlere etkileri incelenmistir. GAP-43, MMP9, TNF-a, MHC1 ve VEGF
ekspresyon seviyeleri diiserken apoptotik faktorlerin seviyelerinde degisiklik
gozlenmemistir. Bu faktorlerden spinal kord L.3-6 seviyesine kadar eksprese
edilebilen sadece kontralaterale gore ipsilateralde GAP-43 ve MMP-9
olmustur. Bu da siyatik sinir hasarma bagli motor ndronlarin yeniden

yapilanmasinda minosiklinin kismi yardimina isaret etmistir (205).

Brakial pleksus modeli kullanan Yew ve ark. (206) siganlara hasar
sonras1 2 hafta intraperitonel ve intratekal olarak iki gurpta minosiklin tedavisi
uygulamuslardir.  Intraperitonel ~ verilen  minosiklinin ~ p38  MAPK
fosforilasyonunu inhibe ederek ve mikroglial aktiviteyi azaltmak suretiyle
motor noron sag kalimini arttirdigr gosterilmistir. Daha once de bahsedilen
mikroglial inaktivasyon fiziksel olarak hasar bolgesini bloklayan bir 6zellik

tasimaktan ¢ikip rejenerasyon kolaylastirir.

Nororejenerasyon soz konusunda oldugunda hasarli aksonun tekrar
restore olabilmesi i¢in yerine getirmesi gereken o&nemli sartlardan biri de
etraftaki yonlendirici proteinlerden sinyal alip akson uzamasimi fasilete
etmesidir. Bu akson uzamasmi giiglii bir sekilde inhibe edebilen miyelinden
tirevlenmis RGMa'y1 (207), MCAO sonrast verilen minosiklin iskemik

kortekste anlamli oranda diisiirmiistiir. Hatta bu inhibisyon akson uzamasini
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fasilite etmis, 1 hafta i¢inde kontrol gruplarina gore fark olmasa dahi 2. haftada
minosiklinle tedavi edilmis hasarli ndronlarin aksonlari kontrollere gore
anlamli diizeyde uzamislardir (9). Bu g¢alismani yetiskin si¢anlarla yapilmis
olmasi rejeneratif kapasitesinin zayif oldugu bir dokuda dahi minosiklinin etki

edebilecegine de isaret etmektedir.

Karsit olarak hasarli arka kok gangliyonlarina verilen minosiklin
makrofaj aktivitesini azaltmis ancak aksonal uzamay1 ortadan kaldirmis, akson
retraksiyonuna yol agmistir. Oyle ki salin verilen kontrol grubunun akson
uzunluklart minosiklin verilen gruba gore olduk¢a uzun kalmstir (8). Yine bu
bilgiyi destekleyecek sekilde minosiklinin duyu noron aksonlarina karsi
herhangi bir koruyucu etkisinin bulunmadig: ve hatta duyu néronlarinda norit
biliylimesini azalttigt da gosterilmistir (7). Burdan elde edilen sonuglarla
minosiklinin periferik ve merkezi sistemi noronlarina da farkli molekiiler

etkileri olabilecegi tartigilabilir.

Rejenerasyonun diger bir yoluysa gen ekspresyonlarini ortaya ¢ikardigi
kok hiicre diferansiyasyonlaridir. Daha once de bahsedildigi iizere yetiskin
beyninde noronal kok hiicreler bulunmaktadir. Bu prekursor hiicrelerin kendini
yenileme siireclerinde minosiklinin dogrudan iyilestirici etki yaptig1
kanitlamistir. Ayrica bu Onciil hiicrelerin oligodendrositlerine de diferansiye
olmasma yardimct olur. Gariptir ki bu etkileri mikroglial aktivitenin
stipresyonu ozelliginden ve kok hiicreleri uyarici-diferansiye edici Notch, Wnt
ve MAPK gibi yolaklarin sinyalizasyonun da bagimsiz goriinmektedir. Kok
hiicre yogunlugu minosiklin lateral ventrikiillerden direkt verildiginde artmis
olarak izlenmistir (208). Yenidogan farelerin kullanildig1 diger bir calisma da
noronal kok hiicrelerin yogunlukla bulundugu hipokampiisiin subventrikiiler
zonu ve subgraniiler zonunda midazolamin olusturdugu indiiklenmis apoptoz
ve baskilanmis nérogeneze minosiklinin yanitin1 arastirmistir. Hasar Oncesi
verilen minosiklin SVZ ve SGZ'deki hiicre proliferasyonunu arttirmis ve

uzamsal 6grenme ile hafizayr da giiclendirmistir (209).

Minosiklinin rejenerasyona etkileri c¢ok ¢esitli olabilmekle beraber
literatiiriin molekiiler mekanizmalar1 anlamak adina ¢ok daha yeni oldugu bir

yerde durulmaktadir. Bu cesitli yanitlarin altinda yatan sebepleri bir araya
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getirebilmek
duyulmaktadir.
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35



5-MATERYAL VE METOT

Yukarida bahsedilen sebeplerden dolayr rejeneratif kapasitesinin daha
yiiksek olarak goriildiigii yenidogan farelerin beyinleri kullanilan ¢alismamizda
yiiksek kognitif iglevleri ve hasarlandiginda ortaya ¢ikan kompleks klinikleri
sebebiyle korteks bolgesi tercih edilmistir. Molekiiler mekanizmalar1 daha

yakindan izleyebilmek adina da in vitro model kullanilmastir.

Bu baglamda Balb-C erkek farelerden kortikal néronlarin izolasyonu
yapildi. Kiiltire edilen kortikal noronlara minosiklin uygulanarak laser
mikrodiseksiyon ile aksotomi yapildi. Nororejenerasyon etkisinin dl¢lilmesi
icin immunositokimya yapilan hiicreler fikse edilip goriintilendi ve

rejenerasyon markirlarinin analizi tamamlandi.

5.1 Kullamlan deney hayvanlari

Calisma igin yenidogan (p0-pl) Balb-C albino erkek fareler kullanildi.
Calisma icin gereken 20 adet Balb-C fareler Istanbul Medipol Universitesi Tip
Arastirmalart Merkezi tarafindan saglanmistir. Calismada farelerin kullanimi
i¢in Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Yerel Etik Kurulu'ndan etik kurul
onayr (Etik Kurul Numarast 38828770-604.01.01-E.35856) alindi.

5.2 Kullanilan malzemeler

SARF FiRMA KATALOG NO.
MALZEMELERI
L-15 Medium Sigma L5520

(Leibovitz) 500ML

Neurobasal-A Medium Life Tech-Gibco 10888022
500ML
Hybernate-A Medium Life Tech-Gibco A1247501
500ML
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DNA I, powder, Sigma D4513

protein >80

B-27® 50X Life Tech-Gibco 1750444

GlutaMAX™-| 100X Invitrogen  Gibco- 35050061
Thermofisher

Papain, toz, 100mg Sigma P4762
Poly-L-lysine, toz, Sigma P6282
smg

Paraformaldehit, Sigma 158127
toz,100g

Triton-X-100, 100ml Sigma T8787
PBS, 500ml Thermofisher 10010023
PBS tablet, 100 tablet Thermofisher 18912014
Phosphate buffered Sigma P4417
saline

Antibiyotik BioReagant

antimikotik soliisyon,

100x

Propidyum iyodiir Sigma P4864
sollisyon

Tablo 5.2 Kullanilan sarf malzeme listesi

5.3. Hiicrelerin izolasyonundan onceki hazirhiklar ve hiicrelerin elde

edilmesi

5.3.1 Petrilerin hazirlanmasi

Kortikal hiicrelerin izolasyonundan en az 2 saat once hiicrelerin ekilecegi
35mmlik cam tabanl petriler Poly-L-Lysine (herbir petri i¢in 75ul PLL+675 pl
sterile distile su) ile kaplandi. Poly-L-Lysine'in bu asamadaki islevi petri

yiizeylerini hidrofilik hale getirmesi ve bu sayede hiicrelerin petriye tutunma
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yiizdelerini arttirmasidir. 2 saat oda sicakliginda bekletilen petriler daha sonra

3er kez distile su ile yikandi ve  kurumaya  birakild1.

5.3.2 Kiiltiir  icin  kullanilacak  besiyerlerinin  hazirlanmasi

5.3.2.1 Diseksiyon icin hazirlanan besiyeri

Steril ortamda hazirlanan besiyerinin igeriginde Hybernate-A mediumu
kullanildi, ek olarak %1 Glutamax ve %1 antibiyotik eklendi. Diseksiyon
islemine kadar -20 °C'de bekletildi.

5.3.2.2 Kiiltiir icin hazirlanan besiyeri

Steril ortamda hazirlanan besiyeri 2 mM Glutamax, 100U penisilin,
100mg streptomisin, 250 ng amfoterisin i¢eren %2 B27'li Neurobasal-A (NBA)
medyumundan hazirlanmis ve kullanimina kadar 37 C ve %5 CO2 li ortamda

bekletilmistir.

5.3.3 Diseksiyon asamasi

Dekapitasyon yoOntemiyle sakrifiye edilen yenidogan farenin kafasi
kontaminasyon riskine karsin %70 etanol igeren alkol soliisyonu ile dezenfekte
edilir. Hizlica soguk Hybernate-A'li diseksiyon medyumu bulunan petriye
aktarilir. Mikrocerrahi igin kullanilan stereo mikroskop altina alinan petri
icindeki kafanin 6nce derisi orta hattan iki yana acilir, daha sonra retinal makas
ile kafatas1 orta hattan diizgiince ikiye kesilir, yana alinir. A¢ilan kafatasinin
icinden beyin dokusu ortaya c¢ikartilir. Serebellum ve bulbus olfaktoriuslar
serebrumdan enine kesiler ile uzaklastirilir. Korteks tabakasi nazikge ve
sirasiyla kaldirilarak alinir, ince uglu forseps yardimiyla korteks iizerindeki
meninks tabakasi dokuya zarar vermeden siyrilarak alinir. Kan damarsiz ve

fibroz dokusuz temiz korteks tabakasi elde edilir.
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5.3.4 Kiiltiir Protokoli

Elde edilen kortikal doku igerisinde Papain ve DNase enzimlerini iceren
2 mM Glutamax, 100U penisilin, 100mg streptomisin, 250 ng amfoterisin
iceren %2 B27'li Leibovitz's (L15) medyumlu tiipiin i¢ine aktarilir. Dokular
medyum igerisinde +4C de 45 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra ¢ap1 2mm'den baslayan ve siirekli incelen pipet uclari ile
tritirasyon yapildiktan sonra Pasteur pipetten de gegirilerek mekanik
parcalanmasi gergeklestirilir. 800 RPM'de 3 dk santrifiije edilen doku sivisinin
icinden supernatant uzaklastirilir. Kalan kisma 2 mM Glutamax, 100U
penisilin, 100mg streptomisin, 250 ng amfoterisin igeren %2 B27'li L15
medyum eklenir ve ikinci kez 800 RPM'de 3 dk santrifiij edilir. Santrifii
sonunda tekrar supernatant uzaklastirilir ve 2 mM Glutamax, 100U penisilin,
100mg streptomisin, 250 ng amfoterisin i¢ceren %2 B27'li NBA medyum ilave
edilir.

Bu islemden sonra hiicreler sayilir ve PLL ile kaplanmis cam tabanli 35
mm ¢apl petrilere esit sekilde ekilir. Noronlarin petriye tutunabilmeleri i¢in 2
saat boyunca 37 C ve %5 CO?2 li inkiibatérde noronlar dinlendirilir. Hiicrelerin
yapismast saglandiktan sonra NBA'li medyum koyularak besiyerleri
tamamlanmis bir bigimde 37 C ve %5 CO2 li inkiibatore birakilir (Resim
5.3.4).
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Resim 5.3.4 1 saatlik kortikal noron kultiiri

5.4. Hazirlanan Kkiiltiire minosiklin uygulanmasi ve lazer mikrodiseksiyon

ile aksotomi islemi

5.4.1 Minosiklin uygulamasi

Primer kortikal noron kiiltiirii yapildiktan 24 saat sonra petriler 4 farkli
gruba ayrildi. ik grup petriye 1 uM, ikinci grup petriye 10 pM, iigiincii grup
petriye 100 pM minosiklin aksotomiden 15 dakika Once eklendi, dordiincii

grup ise kontrol grubu olarak seg¢ildi ve minosiklin eklenmedi.
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5.4.2 Lazer mikrodiseksiyon ile aksotomi islemi

Maddeler eklendikten 15 dakika sonra PALM Combisystem
(MicroDissection and MicroTweezers System) kullanilarak lazer aksotomi
islemi yapildi. Bu sistem 337 nanometrede calisan ve her biri 3 nanosaniye
stiren yaklasik 300 1J enerjiyi serbest birakan, saniyede 1-30 darbe iireten bir
ultraviyole lazer iinitesi ve invert mikroskoptan olusan lazer mikrodiseksiyon

sistemine sahiptir (Resim 5.4.2).

Resim 5.4.2-1 PALM Combisystem

Lazer transeksiyonlarinda 100X yagli faz kontrast objektif kullanildi.
Aksonlar; lazer 1sin1, mikroskop ve bagli CCD kamera kontrolleri bulunan 6zel
yazilim olan PALM Robo yazilimi ile bilgisayara aktarilan dijital goriintiiler
tizerinde belirlenen soma capinin iki kati mesafede isaretlenen yerlerden
kesildi. Verilen lazer her bir transeksiyon igin yaklasik %1'lik bir siire boyunca
%65'lik bir yogunlukta ve 21'lik odak uzakliginda uygulandi (Resim 5.4.2-2 ve
Resim 5.4.2-3) (12).
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Resim 5.4.2-2 Aksotomi 6ncesi noron (100x biiyiitme)

Resim 5.4.2-3 Aksotomi sonrasi ndron (100x biiylitme)
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5.5 Propidyum iyodiir uygulamasi

Aksotomi protokolii uygulandiktan 24 saat sonra membran biitlinligi
bozulmus, canliligmi yitirmis hiicrelerin tespiti i¢in propidyum iyodiir
boyamasi yapilmigtir. Propidyum iyodiir membran yikimi olan hiicreleri
floresan mikroskobunda kirmiziya boyamis goriiliirken, saglikli noronlar
boyanmadan kalir.

Propidyum iyodiir boyama 1,5 pl soliisyonu her bir petri i¢in ekleyerek
gerceklestirilmis ve 10 dakika inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler floresan

mikroskobuyla goriintiilenebilir hale getirilmistir.
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6-BULGULAR

Yenidogan Balb-C farelerden izole edilen kortikal néronlara 1, 10 ve 100
uM minosiklin uygulamasi ardindan lazer aksotomi uygulamasi yapildi.
Sonrasinda yapilan analizler ve kontrol gruplariyla karsilastirmalar yapilarak

nororejenerasyona minosiklinin etkisi arastirildi.

Korteks diseksiyonu ve ardindan pimer ndron kiiltlirii protokolleri
tamamlandiktan sonra hiicreler 5 farkli gruba ayrildi. Daha o6nce yapilan
calismalardan edinilen bilgilerle birinci gruba 1 uM, ikinci gruba 10 uM ve
ticlincli gruba ise 100 uM 37°C PBS de ¢ozdiiriilen minosiklin soliisyonlar
primer kortikal ndron kiiltliriiniin yapilmasindan 23 saat 45 dakika sonra
ndronlarin besiyerine eklendi. 4. gruba minosiklin uygulanmadan kontrol grup
olarak aksotomi uygulamasi yapildi. 5. gruba ise herhangi bir islem yapilmadi,

saglikli kontrol grup olarak kullanildi.

Gruplara minosiklin eklenmesinden 15 dk sonra, kontrol gruplarina ise
hiicre ekimi yapildiktan 24 saat sonra lazer mikrodiseksiyon mikroskobu ile
aksotomi yapildi. Ekimden 24 saat sonra noronlar kesilebilecek miktarlarda

norit uzattilar.
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Resim 6-1 1uM minosiklin eklenmis kortikal ndron kiiltiirii

Resim 6-2 10uM minosiklin eklenmis kortikal noron kiltiiri
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Resim 6-3 100uM minosiklin eklenmis kortikal noron kiiltiirii

Noronlarin hayatta kalimlarini tespit etmek lizere aksotomiden 24 saat
sonra uygulanan propidyum iyodiir vasitasiyla once floresan goriintiileme
yapildi (Resim.6-4, Resim.6-5, Resim.6-6). Aksotomi yapilan néronlar 24 saat
onceki goriintiilerindeki koordinatlar1 ile bulunarak canlilik sayimi yapildi

(Resim.6-7, Resim.6-8, Resim.6-9).

Resim.6-4 1 uM minosiklin igeren petrinin Pl floresan goriintiisii
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Resim.6-5 10 uM minosiklin igeren petrinin Pl floresan goriintiisii

Resim.6-6 100 uM minosiklin i¢eren petrinin Pl floresan goriintiisii
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Resim.6-7 1 uM minosiklin uygulanmis néronlar i¢in aksotomi sonrasi canlilik
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Resim 6-8 10 uM minosiklin uygulanmis noronlar i¢in aksotomi sonrasi

canlilik
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Resim 6-9 100 pM minosiklin uygulanmis noéronlar i¢in aksotomi sonrasi

canlilik
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Ardindan minosiklin uygulanan, aksotomi kontrol ve saglikli kontrol

petrilerinin canlilik oranlar1 yiizdelik hesapla tespit edildi (Tablo.6). Yapilan

sayimda saglikli kontrol i¢in sayilan 58 néronun 14" 6lii olarak goriilmiis ve

%75,86 canlilik oran1 saptanmistir. Aksotomi yapilan kontrol petrisinde ise 30

nérondan 19'u Oli olarak saptamis ve %36,6 canlilik orani tespit edilmistir.

Aksotomi sonrasi 1 pM minosiklin eklenen petride 30 ndéronda 8 ndron 6li

olarak isaretlenmis ve canlilik orani hasara karsilik %73,3 olarak bulunmustur.

10 uM minosiklin eklenen petride ise 30 nérondan 15'1 6lii olarak gézlenmis ve

%350 canlilik oran1 saptanmigtir. 100 pM minosiklin uygulanan petri hasardan

sonra 28 noronda yalniz 2 ndron i¢in canli isaretlenmis ve canlilik orani

%7,14'te kalmistir.

Canh Hiicre Olii Hiicre | Yasam Oram Toplam
Sayisi Sayisi Hiicre
Sayisi

1uM 22 8 73,333 30
minosiklin
10uM 15 15 50 30
minosiklin
100uM 2 26 7,142 28
minosiklin
Aksotomi 11 19 36,666 30
Kontrol
Saghkh 44 14 75,862 58
Kontrol

Tablo.6 Gruplar arasi canlilik verileri

o1
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Sekil.6 Gruplar aras1 canlilik oranlart
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7-TARTISMA

Minosiklin noroprotektif etkisi hastalik modelinde gosterilmis bir semi-

sentetik, kan beyin bariyerini asabilen tetrasiklin grubu bir antibiyotiktir. (83)

Minosiklinin  merkezi sinir sistemine kolayca sizabilen yapisinin
anlagilmasindan sonra aragtirmacilar iskemik inme, intraserebral hemoraji,
spinal kord yaralanmasi, travmatik beyin hasari, Parkinson hastaligi,
Huntington hastaligi ve Amiyotrofik lateral skleroz gibi norolojik hastaliklarin
tedavisinde minosiklinin etkilerini arastirmislardir. Adi gecen klinik
durumlarin hemen hepsinde gozlenen en biiylik ortak Ozelliklerden biri
aksonal dejenerasyondur. Aksonal dejenerasyon ndronlarda goriilebilen en
tipik yikim seklidir. Hiicrenin aksonal hasardan sonraki rejenerasyona atacagi
ilk adim bu dejenerasyon modelinden sonra gosterecegi hayatta kalim
mekanizmalarii devreye sokmak olacaktir. Bu baglamda calismaya lazer

aksotomi modeli konu edilmistir.

Lazer aksotomi modeli kullanarak yapilan bu ¢alismada, daha 6nce farkli
In vitro noéron kiiltiirii deneylerinde de kullanilan (4, 72, 210, 104, 109, 135,
148, 170, 192, 203, 206) 1, 10 ve 100 uM minosiklin dozajlar1 kullanilmigtir.

Elde edilen veriler sonucunda aksotomi sonrast 1 pM minosiklin
uygulanan petrilerdeki kortikal néronlarin %73,3'niin sag kalimi1 goriilmiistiir.
Aksotomi sonrasi hayatta kalimi1 neredeyse iki kat arttirmistir. Wilkins ve ark.
yaptigit NO indiikli E16 kortikal néron hasar modelinde 1 uM minosiklin
eklenen petrilerin %50 oraninda sag kalim go6zlenmistir (210). Diger bir
yandan da Parkinson modeliyle ¢alisilan bir striatum néron kiiltiiriinde diisiik
doz minosiklinin yasam oranini arttirdig1 ortaya konmus, 0,01 uM minosiklin
eklenen hiicreler %94,4 hayatta kalim gosterirken 1 uM minosiklin kullanilan
noronlarda ise %88,2 sagkalim izlenmistir (109). Baska bir kimyasal Parkinson
modeli iizerinden in vitro ¢alisan Radad ve ark. da rotenonla indiiklenmis
noronlara 1 pM minosiklin eklediklerinde hiicrelerin %17 daha fazla
yasadiklarin1 gérmislerdir (170). Wu ve ark. intraserebral hemoraji modelinde

mikroglia kiiltiirine uyguladiklar1 1 pM minosiklin ise TNF-a' y1 %90
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oraninda disiiriirken ve IL-1P'y1 ise %70 azaltmistir (72). Primer motor
korteks noron kiiltiiriinli beyin omurilik sivist ile toksiklestirmis bir ALS
modelinde 1 pM minosiklin %30'a kadar noéroprotektivite saglayabilmistir
(203). Kisaca, ¢alismada kullanilan diisiik doz minosiklinin literatiirle uyumlu
bir bicimde aksotomiden sonra sagkalimi neredeyse saglikli kontrol kadar

arttirdig1 ortaya konmustur.

Calisma icin denenen bir diger doz olan 10 pM minosiklinin aksotomi
sonrast %50 sagkalim sagladig1 gdzlenmistir. Ayni dozu kullanan dopaminerjik
noron kiiltiirii Parkinson modelinde %13'e varan sagkalim artis1 goriilmiistiir
(170). Du ve ark. dopaminerjik noéron kiiltiirline uyguladiklart 10 pM
minosiklinin tedavisinin MPP+ indiiklii hasarin yarattigi %40'a varan noron
Olimiinlin neredeyse tamamini gliali ortamda ortadan kaldirdigini
gostermiglerdir (4). APis2 ile olusturulan bir Alzheimer modeli in vitro
calismasinda da hipokampal noronlarin 10 puM minosiklinle tedavisinde
noronal hayatta kalimi anlamli sekilde arttirdign goriilmistir (192).
Pinkernelle'in 2013 yilinda yaptig1 bir spinal kord yenidogan motor ndron
kiiltiiriinde kullandig1 10 pM minosiklinin 1. giinde anlaml1 derecede sagkalimi
arttirdigl ortaya konmustur ancak bu etkisi 4. giine kadar devam etmemistir
(148). Bu da akut donemdeki etkinligini diistindiirebilir. Literatiirle beraber ele
alindiginda 10 pM minosiklinin, ¢ok diisiik doz uygulanan minosiklin etkisine
nazaran daha az efektif goriinmekle beraber lazer aksotomi yardimiyla
olusturulan norodejeneratif modelde de noronal sagkalimda azimsanmayacak

kadar etkili oldugu goriilmektedir.

Bu calisma igerisinde kullanilan yiiksek doz olan 100 pM minosiklin
daha Onceki c¢alismalarda toksik olarak nitelendirilmistir (109, 148, 206).
Matsukawa'nin  yapmis oldugu sigan striatumu kiiltiiriinde 100 pM
minosiklinin  sagkalimi %10,5'e kadar diisiirdiigli saptanmistir.  Yine
Pinkernelle'in spinal kord modelinde 100 uM olarak uygulanan minosiklinin
mikroglial aktiviteyi erken donemden baslayarak uzun siireli inhibe ettigi,
migrasyonu Onledigi ve hiicresel sagkalimi azalttigi kanitlanmistir (148).
Spinal kok aviilsiyonu igeren brakiyal pleksus kiiltiirii kullanilarak hazirlanan

dejeneratif modelli bir calismada bile 10 uM minosiklin hiicre hayatta kalimin1
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korurken, 100 uM minosiklinin néron ve astrosit Oliimiine yol agtigi ve
rejeneratif siireglerin Oniinii tikadigini ortaya koymustur (206). Bu ¢alismalara
paralel olarak aksotomi sonrasi 100 pM minosiklin uygulanilan néronlarin
ancak %?7,14 hayatta kalabilmistir. Yiiksek doz kullanilan minosiklinin toksik
etkisi oldugu bu ¢aligmada da gosterilmistir.

Rejenerasyonun ilk basamagi sayilacak hasar sonrasi canlilik,
minosiklinin bu etkisinin kortikal yenidogan noronlarda lazer aksotomi
modeliyle kullanildig1 bu ¢aligma alaninda ilk olmastyla 6zgiin olmasinin yani
sira diisiik dozlarda (1 puM ve 10 uM) verilen minosiklinin literatiirle uyumlu
olarak canliligi hasardan sonra sagladigi ve yiliksek dozunun (100 uM) ise

norotoksik oldugunu ortaya koymustur.

Elde edilen bu veriler 1s1ginda minosiklin kortikal noéronlarda olusan
akson dejenerasyonuna karsi hiicresel canlilikta diisiik dozlarda noroprotektif
oldugunu bu modelde de kanitlamig olup rejeneratif basamaklar i¢in umut

verici bir ajan olarak degerlendirilmistir.
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8-SONUC

Sonuglar minosiklinin, aksotomi sonrasi yenidogan kortikal hiicre kiiltiirline
uygulandiginda 6zellikle ¢ok diisiik dozlarmin (1 pM) néronal sagkalimi neredeyse
saglikli kontroller oraninda (saglikli kontrol %75,86, 1uM minosiklin %73,3)
sagladig1 ve rejeneratif silireclere iyi bir zemin sagladigi sdylenebilmekle beraber,
yiikksek doz minosiklinin (100 pM) kortikal noéronlara norotoksik oldugu (%7,14

sagkalim) ve rejenerasyon yolunu tikadigi goriilmiistiir.
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