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1-ÖZET 

 

İN VİTRO AKSOTOMİ MODELİNDE MİNOSİKLİNİN 

NÖROREJENERASYONA ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Minosiklin yüksek lipofilik özelliğe sahip, kan beyin bariyerini geçebilen 

küçük semisentetik tetrasiklinler grubundan bir moleküldür. Antibiyotik 

özelliğinin yanısıra kan beyin bariyerini geçebilme özelliğinin yardımıyla 

iskemik beyin modellerinde nöroprotektif etkisi oluğu bulunmuştur. Birçok 

nörodejeneratif hastalıkta çeşitli etkilere sebep olduğu gösterilen minosiklinin 

nörorejenerasyona etkileri literatürde daha az yer bulmuştur. Bu merakla, in 

vitro kortikal kültür modelinde 1µM, 10µM ve 100µM minosiklinin lazer 

aksotomi ile oluşturulan aksonal hasara olan etkilerinden rejenerasyonun ön 

koşulu olan canlılık oranına propidyum iyodür boyama (PI) ile bakılmıştır. 

Düşük doz minosiklinin canlılık oranlarını hasardan sonra koruduğu 

görülürken, yüksek doz minosiklinin kortikal nöron kültürü için nörotoksik 

olduğu gösterilmiştir.  

 

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

iyodür boyama, nörorejenerasyon 
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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 1μM, 10μM and 100μM 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  
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3-GİRİŞ VE AMAÇ 

Minosiklin, yüksek lipofilik özelliğe sahip, kan beyin bariyerini 

geçebilen, küçük (yaklaşık 495 kDa), semisentetik tetrasiklinler grubundan bir 

moleküldür (1). Antimikrobiyal özellikleri ile tanınan tetrasiklinlerin uzun süre 

etkili ikinci jenereasyon formu olan minosiklinin antimikrobiyal özelliğinin 

yanı sıra nöroprotektif etkiye de sahip olduğu ortaya çıkarılmıştır. Yrjanheikki 

ve ark. gerbillerde yapmış oldukları iskemi modelinde, minosiklinin 

hipokampal nöronları global iskemiye karşı koruduğunu ilk kez göstermiştir. 

Minosiklin, iskemi öncesi 12. saatte verildiğinde CA1 piramidal nöronlarının 

sağkalım oranlarını %10.5'ten %77'ye, iskemiden 30 dakika sonra verildiğinde 

ise %71'e yükselttiği gösterilmiştir (2). 

Minosiklinin bu etkisinin gösterilmesinden sonra araştırmacılar iskemik 

inme, intraserebral hemoraji, spinal kord yaralanması, travmatik beyin hasarı, 

Parkinson hastalığı, Huntington hastalığı ve Amiyotrofik lateral skleroz gibi 

nörolojik hastalıkların tedavisinde minosiklinin etkilerini araştırmışlardır. 

Ancak yapılan çoğu araştırmada in vivo hayvan modelleri kullanılmıştır (3). 

İn vitro çalışmalara örnek çok daha kısıtlıdır (4–6). Öte yandan minosiklinin 

nöroprotektif etkisinin yanında nöral rejenerasyona da katkıda bulunduğunu 

gösteren çalışmalar da mevcuttur (7–9). Ancak minosiklinin katkıda bulunduğu 

nörorejenerasyonunun altında yatan sebepleri araştırmak için hala çalışmalara 

gereksinim duyulmaktadır.  

Tüm bu bilgilerin ışığında yapılan literatür taramasında hipoglossal sinire 

yapılan bir in vivo aksotomi çalışması (10) dışında, in vitro aksotomi modeliyle 

çalışılmadığının eksikliği saptanmıştır. Bu bilgiler ışığında, tek bir nöron 

rejenerasyonunda minosiklin tarafından ortaya çıkarılan hücresel ve moleküler 

mekanizmaların anlaşılması için bu çalışma, birincil neonatal kortikal nöron 

kültüründe in vitro lazer aksotomi modeli ile tasarlanmıştır. Yapılacak 

çalışmada 0-1 günlük yenidoğan farelerden diseke edilerek çıkartılacak 

korteksler primer hücre kültüründe yaşatılacaktır (11). Ardından lazer aksotomi 

protokolüyle (12) aksonal hasar verildikten sonra 1µM, 10µM ve 100µM 

minosiklin (4) in vitro hücre kültürüne verilmiştir. Dejenerasyona verilen 

hücresel yanıt olan hayatta kalıma propidyum iyodür boyama ile bakılmıştır. 
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Yapılan bu çalışma ile nörorejenerasyona etkisi in vivo çalışmalarla gösterilmiş 

olan minosiklinin yenidoğan kortikal nöron kültürü hayatta kalımına sağladığı 

olanak üzerinden tartışılması amaçlanmıştır.  
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4-GENEL BİLGİLER 

4.1. Nöron 

 Nöron, beynin ve sinir sisteminin dış dünyadan duyu girdisi alıp motor 

yanıtlar için kaslara yollayan elektriksel bir uyarıyla iletim yapan anatomik ve 

fonksiyonel bir birimdir. Sinir sisteminin uyarıyı iletmekle görevli anatomik ve 

işlevsel birimidir. 

 Her bir nöron morfolojik olarak göreceli basittir. İnsan beyni yaklaşık 

100 milyar hücre içermektedir ve binlerce farklı hücre tipi tanımlanabilirken 

tüm nöronlar benzer temel bir şekli paylaşır (13). 

4.1.1 Nöronun anatomi ve fizyolojisi 

 Nöronlar soma, dendrit ve akson olmak üzere 3 temel anatomik yapıdan 

oluşur (Şekil 4.1.1-1). Soma, hücrenin her türlü metabolik faaliyetinin 

yürütüldüğü merkez yapıdır. İçerisine nükleusla birlikte standart organelleri 

barındırır. Somadan 2 farklı tür çıkıntı uzanır. Kısa ve sayıca fazla olanlara 

dendrit, uzun ve tek çıkıntıya ise akson adı verilir. Dendritler ağaç benzeri 

dallanan uzantıları ile diğer nöronlardan gelen sinyalleri hücre gövdesine 

iletimden sorumlu anatomik yapıdır. Akson ise hücre gövdesinden uzaklaşarak 

hücrenin ürettiği yanıtı diğer nörona taşıyan yapıdır. Bir akson taşıdığı 

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

 Aksonun taşıdığı elektriksel sinyal aksiyon potansiyeli olarak 

adlandırılır. Nöronun fizyolojik bir yanıtı olarak üretilen aksiyon potansiyeli 

hızlı, kısa süreli, ya hep ya hiç yasasına göre çalışan 100 mV amplitüdle 1 

ms'ye kadar süren bir zamanda taşınırlar. Bu potansiyellerin başlangıç noktası 

somadan aksonu oluşturmak üzere ilerleyen çıkıntının ilk segmentidir. Buraya 

akson tepeciği de denir. Burada oluşan aksiyon potansiyelleri kesintiye 

uğramadan saniyede 1 ila 100 m yol alabilirler. Aksiyon potansiyelleri ya hep 

ya hiç yasası uyarınca çalıştıklarından oluşturdukları amplitüdler akson 

boyunca sabittir. Beynin bilgi aldığı, aldığı bilgiyi analiz ettiği ve aktardığı 

sinyaller bu aksiyon potansiyelleri ile gerçekleşmektedir. 

 Sinyallerin iletim hızını arttırmak üzere büyük aksonlar lipit oranı yüksek 

miyelin kılıfla kaplanmışlardır. Bu kılıf bir yandan izolasyon sağlarken diğer 
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yandan kılıfın üzerinde Ranvier nodu denilen açıklıklar bırakarak sinyallerin 

sıçrayarak daha hızlı iletilmelerini sağlar. 

 Sinyalleri taşıyan akson uzantısının sonlarına doğru düzgün dallanmalar 

verir ve her bir dal diğer nöronlarla iletişimi sağlayacak özel alanlara sahiptir. 

İki nöronun iletişim sağladığı bu yapıya sinaps adı verilmektedir. Burada iletim 

tek yönlüdür ve aksondan çoğu zaman dendrite doğru ilerler. Nadiren somaya 

ya da aksonun kendisine de iletilebilir. İletimi yapan hücreye pre-sinaptik 

hücre, alan hücreye ise post-sinaptik hücre adı verilir. Pre-sinaptik hücreden 

gelen aksiyon potansiyeli akson ucundaki kimyasal madde (nörotransmitter) 

dolu kesecikleri aktive eder ve sinaptik boşluğa nörotransmitter salınımı 

yaparak post-sinaptik hücrede yeni bir aksiyon potansiyeli oluşturur, ya da 

post-sinaptik hücrede oluşmuş aksiyon potansiyelini baskılar. Bu iletim 

yöntemi nöronların temel fizyolojik özelliğini oluşturur (13, 14). 
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Şekil 4.1.1-1 Nöron anatomisi (13) 

 

 Her bir nöron temel yapılar içeriği bakımından birbirine benzer ancak 

morfolojik olarak çeşitli sınıflandırmaları mevcuttur. Bu bağlamda nöronların 3 

ana morfolojik yapıları bulunur; 

1) Unipolar nöronlar; en basit nöron tipidir. Yuvarlak bir hücre gövdesinden 

çıkan dendritlere ve bir aksona sahiptir. Genellikle omurgasız canlılarda 

çoklukla bulunurlar, omurgalıların ise daha çok otonomik sinir sisteminde 

görülürler. 
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2)Bipolar nöronlar; oval şekilli bir soma ile tek dendrit ve tek aksona sahip bu 

nöron türü genelde vücudun periferinden topladığı bilgiyi merkezi sinir 

sistemine iletme işinde görev alan nöronlardır. 

3)Multipolar nöronlar; omurgalıların en tipik nöron çeşididir. Tek bir aksona 

ve somadan çıkan çok sayıda dendrite sahiplerdir. Dendrit sayısı, akson 

uzunluğu, yaptıkları iletişimin karmaşıklığı bakımından çok çeşitlidirler (Şekil 

4.1.1-2) (13). 

 Bunların dışında nöronlar dış dünyadan bilgi taşıyan duyu, dış dünyaya 

cevap veren motor ve bu iki nöron tipi arasında iletişimi sağlayan internöron 

olmak üzere 3 adlandırma ile de fonksiyonel olarak adlandırılabilirler. 
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Şekil 4.1.1-2 Nöron tipleri (13) 

A) Unipolar hücre, intervertebral nöron B) Bipolar hücre, retina nöronu C) Psödo-unipolar 

hücre, arka kök gangliyon hücresi D) Multipolar hücreler, motor nöron- piramidal hücre- 

Purkinje hücresi 

 

4.1.2 Serebral korteks ve kortikal nöronlar 

  

 Serebral korteks, serebral hemisferlerin en ince tabakasını oluşturan ve 

daha çok planlama ile hareket ve davranışlardan sorumlu olan bir beyin 

bölgesidir. Kalınlığı türden türe değişen serebral korteksin ortalama kalınlığı 

2mm ila 4mm arasındadır (Şekil 4.1.2-1) (13).  
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Şekil 4.1.2-1 Enine kesitte korteks kalınlığı ve nükleuslar (13) 

 

 Filogenetik olarak bakıldığında 3 bölgesi olduğundan bahsedilebilinir. 

Korteksin daha yaşlı olan kısmına allokorteks denmektedir ve bu da kendi 

içinde paleokorteks ve arkikorteks olarak ikiye ayrılır. Paleokorteks serebral 

korteksin en eski bölgesi olduğu düşünülmektedir ve olfaktör bölgelerle 

ilişkilendirilmiştir ve arkikorteks ise hipokampal formasyonu içeren görece 

daha genç serebral korteks bölgesidir. Allokorteks 1 ila 3 tabakalı daha basit 

bir yapıdır. En genç ve şu anki memeli serebral korteksinde en büyük alanı 

kaplayan kısım neokortekstir (15). Memeli neokorteksi yüzlerce farklı nöron 

tipini ve glia çeşitlerini içeren, ileri organizasyonlu, 6 tabakalı bir yapıdır (16, 

17). Biliş, algı ve bilinçten sorumlu olan bir bölgedir. Bu yüzden evrim 

sırasında bariz bir genişleme ve gelişim geçirmiştir (18). 
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 6 tabakalı neokortekste baskın 2 temel tür nöron bulunur; yerel 

bağlantıları sağlamak için internöronlar ve aksonları uzak serebral yapılara 

giden projeksiyon nöronları, ekseriyetle piramidal nöronlardır (Şekil 4.1.2-3). 

Neokorteks içerisindeki bu nöronal hücrelerin çeşitli şekillerdeki 

organizasyonu neokorteksin her biri faklı fonksiyonda 6 tabakalı yapısını 

oluşturur. Bu tabakalar şunlardır: 

 Tabaka; aselüler moleküler tabakadır. Daha çok derin korteks 

bölgelerindeki nöronların dendritleriyle az miktarda nöron bulunur. 

 II. Tabaka; yuvarlak, küçük ve yoğun granüler hücrelerden oluşan dış 

granüler tabakadır. 

 III. Tabaka; büyükleri daha derin orta boyutluları daha yüzeyel 

yerleşimli olan piramidal hücrelerin bulunduğu dış piramidal tabakadır. 

 IV. Tabaka; küçük düzensiz şekilli granüler hücrelerin oluşturduğu iç 

granüler tabakadır. 

 V. Tabaka; III. Tabaka'dakilerden daha büyük piramidal hücrelerin 

olduğu iç piramidal tabakadır. 

 VI. Tabaka; çok çeşitli hücre tiplerini içeren multiform tabakadır. 

Beyaz cevhere en yakın olan bölge burasıdır ve oradan kortekse gelen 

aksonları da içermektedir (Şekil 4.1.2-2) (13). 

 Tüm bu nöronal yapıları içerisinde barındıran bu kompleks beyin 

bölgesinin hasarları da aynı karmaşıklıkta ortaya çıkmaktadır. En önemli beyin 

işlevlerini üstlenen bu bölgenin hasarları insanlarda büyük kayıplara yol 

açmaktadır. 
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Şekil 4.1.2-2 Kortikal tabakalar (13) 

 

Şekil 4.1.2-3 Projeksiyon nöronları ve internöronlar (13) 



13 

 

4.2 Merkezi Sinir Sistemi Hücrelerinde Hasarlanma 

  

 Merkezi sinir sistemi oldukça karmaşık bir yapıya sahiptir. Bu karmaşık 

ama harmonik işleyen sistem içersinde birçok sebeple işler beklenen gibi 

gitmeyebilir. Merkezi sinir sistemi hücrelerinde hasarlanma çok çeşitli yollarla 

ortaya çıkmaktadır ve ortaya çıkan her tablo ortaya klinik olarak farklı 

nörodejeneratif durumlar gösterir. Alzheimer, Parkinson, Huntington 

hastalıkları; amiyotrofik lateral skleroz, travmatik beyin hasarı, intraserebral 

hemoraji gibi çok geniş fiziksel görünüşleri olan nörodejeneratif durumların 

başlangıç noktaları ve yarattığı patolojik bulguları önemli farklılıklar içerir. 

Ancak daha yakından bakıldığında ise birbirine benzeyen sekonder 

mekanizmalarla, yolaklarla ilişkili oldukları görülür. En önemli 

ortaklıklarından biri ise hasarlanmış dokuya cevaben verdikleri inflamatuar 

yanıttır (19). 

 Nörodejenerasyon terim olarak ele alındığında sadece nöronu içeren bir 

bakışla dejenerasyonu ele alıyormuş gibi gözükse de çok yönlü bir kavramı 

karşılamaktadır. Nöronun ilişkide olduğu glial, vasküler ve hücresel olmayan 

otonom mekanizmaları da kapsamaktadır (20). Örneğin vasküler sorunlardan 

doğan intraserebral hemorajiler, endotel ve nöron arasındaki sinyalizasyonun 

bozulduğu gözlenen Alzheimer hastalığı (21, 22) gibi tablolar nörodejeneratif 

bozuklukların tek varyantlı olmadığını göstermektedir. Ancak hangi sebeple 

olursa olsun nörodejeneratif durumların çoğunda aksonal hasarlanmanın eşlik 

ettiği de aşikardır. 

 

 

4.2.1 Aksonal dejenerasyon 

 

 Aksonal dejenerasyonu sinir sisteminde hasara yol açacak nörolojik 

hastalıklarda, kemotoksik ya da travmatik yaralanmalardan sonra nöronlarda 

görülebilecek en tipik yıkım şeklidir (Şekil 4.2.1). 
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 Hasarla oluşan akson bütünlüğünün kaybı, öncelikle milisaniyeler içinde 

miyelin parçalanmasına sebep olur, ardından distal akson ucuna hücre 

dışındaki Ca++ iyonları akson içine dolmaya başlar (23).  İçeri giren Ca++ 

DLK gibi yaralanma sinyallerini aktive eder. Bu sırada aksonal taşınımla gelen 

maddeler birikir, anterograd taşımın yerini daha çok retrograd taşınıma bırakır 

ve akson retraksiyon konisi oluşturur. Bunu hızlı bir şekilde hücre iskeletinin 

kaybı safhası izler ve bu yıkım kalpain gibi iyon duyarlı proteazlarla (24) 

gerçekleşir. Mikrotübüllerin yıkılımı aksonal dejenerasyonun ilk sinyallerini 

oluşturur (25).  Hücre iskeletinin yıkımı da görüldükten sonra akson 

mikroçevresine bu dejenerasyona karşılık mikroglia ve makrofaj göçü 

gerçekleşir. Burda temel amaç degrede olmuş akson ve miyelin parçalarını 

fagosite etmek olsa da bu yanıt mekanizması aksonal dejenerasyonun şiddetini 

de etkileyecektir. 

 Aksonal hasardan sonra oluşan ve hakkında akson uzamasında daha az 

bilinen fenomen akson retraksiyonudur. Yukarıda bahsedilen hızlı 

retraksiyondan sonraki uzun yanıt döneminde asetillenmiş tubulin dineinle 

retrograd taşıma ile DLK, JNK ve JIP3 yaralanma sinyallerini taşımaya devam 

eder (26–28).  Tersinden mitokondriyle beraber STAT3 proteinleri kinezinle 

taşınır ve ATP senteziyle dejeneratif etkinin şiddeti azaltılmaya çalışılır (29). 

 

 

 

Şekil 4.2.1 Aksonal hasar sonrası nöron yanıtları 

 

Hücre Ölümü Aksonal Hasar

Demiyelinizasyon

Akson 
Retraksiyonu

Aksonal Dallanma
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4.3 Merkezi Sinir Sistemi Hücrelerinde Yaralanmaya Yanıt 

Mekanizmaları 

 Beyin dokusu herhangi bir hasarla karşı karşıya kaldığında dokunun ilk 

vereceği yanıt aktif hale gelen beyin immun sisteminin oluşturduğu inflamatuar 

yanıttır (30, 31). Nöroinflamatuar süreç nörodegeneratif hastalıkların 

birçoğunun progresyonunda yer alır (32). Bu inflamatuar yanıt öncelikle 

beynin immun hücreleri olan mikrogliaların aktive olmasıyla ve bunu takip 

eden periferik immun hücrelerin beyin dokusuna akışı ile sağlanır (33, 34).  

 Mikrogliaların temel işlevleri pasif durumda doku yapısı ve sinaptik 

oluşumları desteklemek ve hasara yönelik immun aktif duruma geçtiklerinde 

ise  fagositik aktivitelerini tamamlamak üzere sitokin, kemokin, NO, ROS gibi 

maddeleri salgılamaktır (19). Sitokin, kemokinler gibi inflamatuar 

düzenleyicilerin immun cevap olarak sekrese edilmesi nöronlarda önce 

fonksiyonel yıkıma daha sonra da nöronu yapısal hasara uğratabilir (35). Bu 

basamakta immun cevap giderek nörotoksikleşir ve hücreleri bekleyen iki 

durum oluşur; apoptoz ve nekroz.  

 Apoptoz mekanizması daha çok hücre içindeki yıkıcı mekanizmalara 

bağlı olarak gelişir. Genelde başlatıcı ve bitirici olarak iki farklı tür kaspaz 

aktivitesiyle oluşurlar. Kaspaz 8- 9 daha çok başlatıcı kaspazlarken, kaspaz 3-

6-7 apoptozun bitirici darbelerini ortaya çıkartırlar. Kaspaz aktiviteleri, yani 

apoptotik olaylar, hem iç hem de dış faktörlerdeki değişikliklerle aktive 

olabilirler (36). Dış faktörlerle indüklenen apoptoz kısaca şöyle gerçekleşir; 

 Salgılanan TNF ailesi bileşenleri proteinler ölüm reseptörlerine 

bağlanarak aktif hale gelir. 

 Burdan gelen sinyaller DISC'i forme eder. 

 Etkin hale gelen DISC proteini kaspaz-8'in aktif hale gelmesini sağlar. 

 Başlatıcı kaspaz-8 bitirici kaspaz-3'ü aktive eder ve apoptoz gerçekleşir. 

 İç faktörler ile gerçekleşen apoptotik olay mitokondrial eksenli 

değişikliklerle gerçekleşir. Bu değişiklikler direkt olarak intrinsik uyarılarla 

başlayabileceği gibi dış faktörler tarafından da başlatılabilir (37). Dış faktörlü 

apoptotik olayda aktif hale gelen kaspaz-8 Bid üzerinden pro-apoptotik Bcl-2 
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ailesini ve bu yolla da Bax proteinini etkin hale getirir. Bu da mitokondriden 

Sitokrom-c'nin salınımına yol açar (38). Sitokrom-c apoptotik bir moleküldür 

ve başlatıcı kaspaz-9 aktive eder, kaspaz-9 ise bitirici kaspaz-3'ü aktive ederek 

apoptoz meydana gelir (39). Apoptozun sadece iç mekanizmalarla oluşması 

genelde mitokondride gerçekleşen oksidatif strese bağlıdır. TNF ve ROS 

miktarının artması direkt olarak kaspaz aktivitelerini düzenler ve hücreyi 

ölüme sürükler. 

 Nekroz mekanizması ise genelde salınan TNF-α ve ROS miktarının 

beklenenden çok daha fazla miktarlarda bulunması veya uzun süredir maruz 

kalınan inflamasyon sebebiyle gerçekleşir (40, 41). Nekroz, dereceli olarak 

apoptozun kaspaz mekanizmasını inhibe eder ve hücrenin ATP yıkımını öne 

çıkartarak hücreyi ölüm yoluna sokar (40). 

 Apoptoz da nekroz da hasar sırasında salgılanan sitokin ve kemokinlere 

bağımlı gerçekleşen mekanizmalardır ve hücrelerin sağ kalımları 

düşünüldüğünde yukarda bahsedilen moleküler yapılara terapötik müdahaleler 

hücrelerin dejenerasyonunun önüne geçilmesi için ana hedefler haline 

gelmesini sağlar. 

 Hasarlanan sinir sistemi her zaman ölüm yolaklarına girmeyebilir. Eğer 

regülatör sitokin ve kemokinlerin, ROS ve NOS'ların miktarları dengede 

tutulabilir, hasar alanını glial skarla çevreleyip büyümesini engelleyebilir ve 

hücrelerin normal şartlarda yerine getirdikleri potansiyel hayati döngüler aktive 

edilebilirse, hücreler hasarın verdiği zarardan bir ölçüde kurtulabilirler. Bunun 

için yıkılan nöral ağların tekrar restorasyonuna ve hatta nörojeneze ihtiyaç 

duyulur. 

 

4.3.1 Nörorejenerasyon 

 Omurgasız canlıların çoğu ve daha ilkel omurgalılarda yaygın bir şekilde 

periferik ve merkezi sinir sistemi rejenerasyon yeteneğine sahipken (42–44) 

memeli hayvanların doğumdan sonra yeni nöronların ortaya çıkaramayacağı 

düşüncesi bir dönem literatüre hakimdi. Ancak çeşitli çalışmalar yetişkin 

hipokampus, olfaktor bulbus, retinal gangliyonik hücreleri ve korteksinde dahi 
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nörorejenerasyonun izlerini bulmuşlardır (45–48). Elde edilen yetişkin 

nörogenezine ait bilgilere göre maalesef bu rejenerasyon yeteneği merkezi sinir 

sistemi hücrelerinde zayıftır (49–51). 

 Fakat embriyojenik ve yenidoğan hücrelere bakıldığında durum 

değişmektedir. Yenidoğan kültürlerinin aksotomiye rağmen yaşadığını bildiren 

çalışmalar mevcuttur (52, 53). E18 nöronlarla yapılan bir çalışmada, hasarlı 

kortikal nöronların neredeyse %50, hipokampal nöronlarınsa tamamına 

yakınında nörorejenerasyon görmüşlerdir (54). Yetişkin nöronlarla 

karşılaştırıldıklarında embriyojenik ve yenidoğan nöronların çok daha hızlı bir 

şekilde hasarlanan akson ucundan büyüme konisi geliştirebildikleri, bu sayede 

daha çabuk akson uzamasını sağlayabildikleri ve tekrar inşa edilen büyüme 

konilerinin rejenerasyonun ana odaklarından biri olduğu fark edilir (54–58).  

 Büyüme konisinin oluşabilmesi için hasarın oluştuğu bölgedeki lokal 

moleküller, hasar öncesi aksona doğru yola çıkmış olan kargolar, hasar 

bölgesinde lokal translasyonlar ve somada meydana gelecek gen 

ekspresyonlarıyla beraber yeni moleküllerin sentezi ve taşınması gerekir. 

Hasarın oluştuğu bölgede ilk anda ortaya çıkan molekül Ca++ molekülüdür. 

Parçalanan aksondan hücre içine doğru yüksek miktarlarda Ca++ girişi olur ve 

bu da rejenerasyonun başlangıç aşamasını oluşturmaktadır (23), öyledir ki 

Ca++ bulunmayan ortamda yapılan aksonal hasar sonrası büyüme konisi 

oluşmaz ve rejenerasyon meydana gelmez (58–61). Oluşan Ca++ akışı büyüme 

konisi için gereken hücre iskeleti elemanlarının oluşması için sinyal 

mekanizmasını oluştururken aynı zamanda hasarlanan membranın hızlıca 

kapanmasını, geriye doğru moleküler sinyalizasyonu ve lokalize translasyonu 

sağlar (57, 62–66). Ca++ akışı aynı zamanda ERK sinyalizasyonunu da sağlar 

(67). ERK-1, ERK-2 ve p38 MAPK'in inhibitörlerinin de büyüme konisinin 

rejenerasyonunu önlediği çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir (24, 68–70). Bu 

kinazlar büyüme konisinin restorasyonunda direkt görev alır. 

 Yine büyüme konisinin oluşabilmesi için kalpainler tarafından yıkılan 

hücre iskeletinin (24) yeniden forme edilmesi gerekir (69). Büyüme bağlantılı 

tubulin (71) ve akson yönlendirme için gerekli aktin (63) lokal protein 

sentezleri sayesinde tekrar yapılanır (57). İmmatur kortikal nöron aksonlarına 
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da RNA bulunduğu (72) için yine burada nörorejenerasyon potansiyeli daha 

fazla oluşmaktadır. 

 Bu mekanizmaların yanı sıra nörorejenerasyonun yeni gen ekspresyonu 

ile de oluşacabileceğinden bahsedilmiştir. Yetişkin beyin ve spinal kordunda 

yaşam boyunca kök hücrelerin bulunduğu bilinmektedir (73). Magavi ve 

ark.'nın kortikal tabaka IV nöronlarına BrdU ile verdikleri kontrollü hasar 

modelinde doğru lezyon koşulları oluşturmanın progenitör hücreleri apoptoza 

karşı piramidal nöronlara dönüştürebileceği gösterilmiştir. Oluşan hücreler 

uzun aksonlar uzatmış ve kortikotalamik bağlantıları da tamamlayabilmişlerdir 

(74). Aynı zamanda akson hasarı çoğu durumda transkripsiyon faktörlerini ve 

epigenetik düzenleyicileri de aktive ettiği durumların olduğu da yapılan 

çalışmalarda gösterilmiştir (75).   

 Tüm bu rejeneratif mekanizmaların karşısında hasar yanıt olarak ortaya 

çıkan glial skarın negatif etkisi de ortaya çıkmaktadır. Hasar boyutunu 

azaltmak ve hücre içi apoptotik sinyalleri çevrelemek için oluşan glial skar bir 

yanıyla sağlıklı bir cevap gibi dursa da fiziksel bir bariyer oluşturması ve 

aksonun elongasyonunu engelleyen inhibe eden proteoglikanlar, TNF'ler gibi 

protein ailelerini salgılaması yönüyle de nörorejenerasyonun önünde engel 

teşkil etmektedir (77). Burada yine yetişkin ve embriyonik hücreler arasındaki 

fiziksel farkı görmekteyiz. Embriyonik hücrelerin glial çevreleri yetişkinlere 

göre daha farklı seyreder. Embriyonik aksonlar miyelinsiz oldukları için 

çevreden gelen nörotrofik yol gösterici faktörlere doğrudan maruz kalabilirler 

ve bu da onların daha kolay nöronal rejenerasyonunu sağlar. Ancak yetişkin 

nöronlarda bulunan miyelinin yarattığı izolasyon aynı faktörler salınsa dahi 

aynı etkiyi yaratamayacaktır. Hasarlanan miyelin debrislerinin de miyelin 

bağlantılı inhibitörleri aktive edip aksonal uzamayı kısıtlayacağı da 

gösterilmiştir (78, 79). Bu olumsuz faktörlerin yarattığı etkilerin kısıtlayıcı 

mekanizmalarını bulmak nöronlarda rejenerasyonu tetikleme için anahtar 

olacaktır.  

 Tüm bunlar ele alındığında aslında nörorejenerasyonun sadece nöronun 

içsel faaliyetinden meydana gelmediği nöronun bulunduğu mikroçevrenin 

içinde bulunduğu durumun da çok belirleyici olduğu açıktır. 
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4.4. Minosiklin ve Etkileri 

 

4.4.1. Minosiklinin farmakolojik yapısı ve metabolizması 

  

 7-dimetilamino-6-dimetil-6-deoksitetrasiklin açık formülüne sahip 

minosiklin 30 yılın üzerinde kullanım süresine sahip  ikinci kuşak, yarı sentetik 

bir tetrasiklin analogudur (Şekil 4.4.1). Minosiklin farmakokinetik olarak 

birinci kuşak tetrasiklinlerden çok daha iyi bir profile sahiptir. Ağızdan 

alındığında hızlıca ve tamamen emilir, yaşlı populasyonda dahi uzun  ömrü ve 

mükemmel doku penetrasyonu ile %100 biyoyararlanım gösterir (80–82). 

Metabolizasyonu karaciğerde olan ilacın, atılımı fekal yolla gerçekleşir, üriner 

yolla atılımı minimaldir (83). 

 

 

Şekil 4.4.1 Minosiklinin kimyasal yapısı 

  

 Minosiklin uzun süreli kullanımlar için güvenli bulunmuş bir ilaçtır. 

Uzun dönemli tedavilerde günde FDA tarafından önerilen en yüksek doz olan 

200mg'a kadar insanlarda genelde güvenli ve  iyi tolere edilebilir olarak 

bulunmuştur. Minosiklinin en bilinen yan etkileri şöyledir; fotosensitivite, 

karaciğer ve böbrek toksisitesi, dişlere etki,  diyare, bulantı, vertigo, hafif baş 

dönmesidir. Bu çok görülen yan etkiler genelde alımından sonraki erken 
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dönemde başlar ve tedavinin sonladırılmasıyla kısa sürede kaybolur. Ancak 6 

aydan uzun sürecek tedaviler için hastaların 3 ayda bir genel kontrolden 

geçirilmesi tavsiye edilir (82–84).  

 

4.4.2. Minosiklinin antibiyotik etkisi 

  

 Tetrasiklinler geniş spektrumlu bakteriyostatik antibiyotiklerden 

sayılırlar. Çünkü aerobik - anaerobik, gram pozitif- gram negatif ve Riketsiya, 

Klamidya, Plasmodyum ve Mikoplazma pnömonia gibi mikroorganizmaların 

tamamına karşı aktif olarak çalışırlar. Tetrasiklinlerin antibiyotik olarak görev  

yapmalarını sağlayan temel mekanizma; bakteriyel 30S ribozomal alt ünitelere 

bağlanabilme ve protein sentezini inhibe etme yetenekleridir. Etkinliğini 

arttırmak adına birçok yapısal değişiklik üzerinde çalışılmıştır. Örneğin, 7 ila 9. 

karbonları arasındaki ring modifikasyonu, minosiklin ve doksisiklinin semi 

sentetik bileşikleriyle yüksek etkinliğe taban oluşturmaktadır (85).  

 Hem gram pozitif hem de gram pozitif bakterilerin üzerinde etkili olan 

minosiklin, akne vulgaris tedavisi için İlaç ve Sağlık Bakım Ürünleri 

Düzenleme Ajansı tarafından (MHRA-İngiltere) ve romatoid artrit ile cinsel 

yolla bulaşan bazı hastalıkların tedavisi için Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi 

(FDA-ABD) tarafından geliştirilmiştir (86, 87). 

 Antibiyotik amaçla akne vulgaris, lepra, gonora, riketsia enfeksiyonları, 

mikoplazma enfeksiyonları, basil enfeksiyonları, kok enfeksiyonları, idrar yolu 

enfeksiyonları, üretrit ve bunun dışında yüksek lipofilik özelliğinden dolayı 

merkezi sinir sistemine geçiş yapabildiği için daha yeni olarak nörolojik 

hastalıklarda da kullanılmaktadır (83). 
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4.4.3. Minosiklinin nörodejenerasyona etkisi 

  

 Minosiklin kan beyin bariyerini kolaylıkla aşabilen lipofilik bir madde 

(88) olmasıyla serebrospinal sıvıya ve merkezi sinir sistemi hücrelerine geçiş 

yapmayı başarır (89–91). Bu özellik de minosiklinin birçok merkezi sinir 

sistemi hastalığının tedavisinde kullanılabilme olasılığını ortaya çıkarmıştır (3, 

92, 93). Tetrasiklinlerin antibiyotik özellikleri ilk olarak 1940'larda 

tanımlanmıştır ancak daha yeni olarak, çalışmalar daha çok antibiyotik 

olmayan özellikleri üzerine yoğunlaşmıştır. Gerçekten de tetrasiklinlerin anti-

mikrobiyal aktivitelerinden bağımsız olarak, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik 

aktiviteleri ile anjiyogenez, tümör metastazı ve proteoliz üzerindeki inhibe 

edici etkilerini içeren çok çeşitli biyolojik etkileri belirtilmiştir (94–97). 

Minosiklin özelinde bakılacak olursa roza, büllöz dermatoz, nörotrofilik 

hastalıklar, pioderma gangrenozum, sarkoidozis, aort anevrizmaları, kanser 

metastazları, periodontit ve otoimmun hastalıkları (romatoid artrit ve 

skleroderma gibi) içeren inflamatuar kökenli hastalıklar için yararlı olduğu 

daha önce de belirtilmiştir (91, 98).  

 Bu çalışmalardan yola çıkılarak minosiklinin antiinflamatuar, 

immunomodülatör ve nöroprotektif etkilerinde yer alan mekanizmaları 

araştırılmaya başlanmıştır. iNOS, MMPs, PLA2 gibi anahtar enzimlerin 

aktiviteleri üzerindeki inhibitör etki (99–101), p38 MAPK fosforilasyonunun 

redüksiyonu (102), kaspaz 1 ve kaspaz 3 aktivasyonunun inhibisyonu (103), 

Bcl-2 sebepli etkilerin iyileştirilmesi (104–106), PARP-1 aktivitesinin 

inhibisyonu (107), tirozin proteininin nitrasyonunun redüksiyonu (108) gibi 

bulgular çalışmaların bu alanda daha da derinleşmesine kanıt olmuştur. Anti 

inflamatuar ve anti apoptotik özelliklerinden yola çıkılarak araştırmacıların 

merakını merkezi sinir sistemi için de çekerek çalışmaların yapılmasına sebep 

olmuştur.  

 Yrjanheikki ve ark.  (2) minosiklinin nöroprotektif etkisini yayınlamış ilk 

gruptur. Bu buluş minosiklinin deneysel inme, nörodejeneratif hastalıklar ve 

spinal kord hasarında da nöroprotektif etkilerinin araştırılmasına öncülük 

etmiştir. Bu çalışmaların bazıları, minosiklinin önemli nöroprotektif etkilerini 
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göstermişken bir taraftan diğerleri, minosiklinin etkisiz hatta yıkıcı etkisinin 

olduğunu ortaya koymuşlardır. Çalışmaların vardığı sonuçlar hangi deneysel 

modelin kullanıldığına, hangi dozda verildiğine, veriliş şekline, ilaç tedavisinin 

süresine, türe göre değişiklik göstermektedir. Örneğin minosiklin dozunu test 

eden çeşitli çalışmalardan nöroproteksiyon gösterenler görece daha düşük 

dozlar olup yüksek dozlarda toksisite gözlenmiştir (109, 110). Şaşırtıcı olarak, 

minosiklin tedavisi yenidoğan farelerdeki inme modellerinde kötü prognoza 

sebep olurken, benzer doz ve paradigma ile verilen minosiklinin sıçanlardaki 

hasarı azalttığı görülmüştür (110, 111). 

 Ancak yine de minosiklinin nöroproteksiyon etkileri azımsanmayacak 

ölçüde değerlidir ve iskemi modelleri, intraserebral hemoraji, spinal kord 

yaralanmaları, travmatik beyin hasarları, Parkinson ve Huntington 

hastalıklıkları, Alzheimer hastalığı, Amiyotrofik Lateral Skleroz gibi çeşitli 

nörodejeneratif durumlarda nöroprotektif etkileri çalışılmaktadır. 

 

4.4.3.1. İskemik inme 

  

 Anti-inflamatuar özelliklerine karşın, minosiklin hem global hem de 

fokal iskemi modellerinde nöroprotektif ajan olarak rol oynadığı ve bu süreci 

iskemik beyin bölgesinden inflamatuar hücrelerin infiltrasyonu ile sağladığı 

gösterilmiştir (112, 113). Gerbillerde yapılan önbeyin iskemi modeli, 

minosiklinin tedavisi iskemik hasarın hemen ardından başlasa dahi mikroglial 

aktivasyonu engelleyerek infarkt boyutunu küçülttüğü, hipokampal nöronların 

yaşama ihtimallerini arttırdığı rapor edilmiştir. Bu etkiler etkilenen beyin 

bölgelerindeki IL-1β dönüştürücü enzimlerin, COX-2 ve iNOS mRNA 

seviyelerinde azalmanın eşliğinde oluşur (2, 114). 

 Fokal beyin iskemisinde MMP inhibisyonun infarkt hacmini azaltan ve 

böylelikle nöroproteksiyon sağladığını belirten çalışmalar (115) sonucunda 

minosiklinin de bu yolu kullarak nöroproteksiyon sağladığı düşünülmüştür 

(116, 117). Minosiklinin nöroprotektif etkisinin MMP’ı inhibe ederek ortaya 

çıktığını öne süren bir çalışmada (116) MMP-9 bulunan ve MMP-9 knock-out 

edilen farelerde beyin iskemi modeli oluşturulmuş ve kalıcı beyin iskemisine 
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karşı MMP-9 bulunan farelerde koruma görülürken, MMP-9 knock-out edilen 

farelerde koruma görülmemiştir. Sonrasında Park ve ark. (117) yaptığı bir diğer 

çalışmada farelere intraperitonal verilen 1ml/100g minosiklinin, yine diğer 

MMP inhibitörlerine benzer şekilde, deneysel fokal kortikal iskemiyi takip 

eden nöroinflamasyonun tedavisinde etkili olduğu görülmüştür. Bu çalışmalar, 

hem iskemik olaydan önce hem de sonra minosiklin tedavisinin MMP 

inhibisyonu üzerinden infarkt hacmini ve iskemik korteksteki inflamatuar 

mediyatörlerin ekspresyonunda azalttığını göstermişlerdir.  

 Minosiklin tedavisi sonrası beyin içerisindeki inflamatuar mediyatörlerin 

ekspresyonundaki azalma birçok klinik öncesi tekrarlı çalışmada ortaya 

konmuştur. Bu mediyatörlerden önemli biri olan HMGB-1 ile minosiklinin 

ilişkisi ve bu yolla iskemik hasarın korunması arasındaki ilişki saptanmıştır 

(118, 119). HMGB-1 iskemide aktif rol alan alarmin grubu bir çekirdek 

proteinidir (120) ve nekrotik hasarlı hücreler tarafından ekstraselüler alana 

salınır (121). Bu yüzden iskemide bir markır olarak kullanılmaktadır. Kikuchi 

ve ark. (118) oksijen ve glikozu deprive ederek oluşturdukları in vitro iskemi 

modelinde minosiklinin HMGB-1’le düzenlenen p38 MAPK ile ERK 1/2 

aktivitesini inhibe ettiğini ve bulundukları deneysel koşullar altında ilk 4 saat 

hücre ölümü görmediklerini bildirmişlerdir. Bu da minosiklinin akut fazda 

yararlı bir etkisinin olabileceği sonucuna varılmasına kanıt oluşturmaktadır. Bir 

başka çalışmada Hayakawa ve ark. (119) 4 saat MCA oklüzyonu yapılan 

murinleri 14 gün boyunca intraperitonal olarak minosiklinle tedavi etmişlerdir 

ve buldukları moleküler sonuçlara göre minosiklin geç dönemde dahi 

mikroglial aktivasyonu inhibe ederek HMGB-1’i azaltmıştır. Ayrıca 

murinlerde iskemi kaynaklı nöromotor bozukluklarda iyileşme elde edilmiştir. 

 Minosiklinin in vitro ve in vivo çalışmalarda farklı nöronal hücre 

tiplerinde farklı etkiler gösterdiği de görülmüştür. Örneğin in vivo ve in vitro 

modellerdeki nöronlar için düşük dozlarda nöroprotektif bulunan minosiklinin 

astrositler üzerinde koruyucu bir etkisi gözlenmemiştir (109). Buna karşılık, 

iskemi kaynaklı astroglioziste azalma ve iskemik hasardan sonra azalan beyaz 

cevher hasarı minosiklin uygulaması ile beraber ortaya çıkmıştır (122, 123). 
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 Minosiklinin en önemli etki mekanizmalarından biri olan mikroglial 

aktivasyonun inhibisyonu yoluyla oluşturduğu koruyucu etkinin yanı sıra Min 

ve ark. (124) yenidoğan farelerde yaptıkları araştırmada minosiklinin sadece 

mikroglial aktivite üzerinden beyin inflamasyonunun azaltıldığını değil bunun 

yanında periferal inflamasyon cevabı olarak ortaya çıkan lökosit aracılı 

inflamasyonu da azalttığını rapor etmiştir. Bunun yanında minosiklinin kognitif 

düzeyde de iyileşme etkisi kaydedilmiştir (125). 

 Bahsedilen çalışmalarda minosiklin akut fazdaki etkilerinin yanında 

Arvin ve ark. (126) hipoksik iskemik hasardan sonra kronik dönem için 

sistemik minosiklin tedavisinin düzenlenebileceğini, kaspaz 3 aktivasyonunu 

ve kalpain klivaj substratı önleyerek gelişen beyinde nöroprokteksiyon 

sağlanılabileceğini belirtmiştir. 

 Preklinik çalışmaların umut vadetmesi sonucunda araştırmacılar iskemik 

beyin hasarından muzdarip hastaların tedavilerinde minosiklinin kullanılıp 

kullanılmayacağını araştırma konusu edinmişlerdir. Açık uçlu, katılımcı kör bir 

çalışmada 5 gün süresince günde 200 mg minosiklinin oral alımının akut 

merkezi sinir sistemi hasarında 6 ila 24 saat içinde büyük komplikasyonları 

önlediğini, 7. , 30. ve 90. günlerde anlamlı derecede NIH İnme Skalası 

skorlarını düşürdüğünü ve Barthel İndeksi skorlarını yükselttiğini 

raporlanmıştır (127). Bu da minosiklinin akut fazda alımının iskemik hasar 

prognozunda iyileşmeye yarar sağladığını göstermektedir. 

 Minosiklinin in vivo ve in vitroda görülen inhibitör etkisi infart 

boyutunda azalmayla ortaya çıkarken pozitif etkisi kognitif davranışsal 

komplikasyonlarda görülmektedir. Deneysel modellerdeki bu sonuçlarla 

yapılanön translasyonal çalışmalarda akut fazda minosiklinin nöromotor 

iyileşmeye katkıda bulunduğu özetlenebilir. 

 

4.4.3.2. İntraserebral hemoraji 

 İntraserebral hemoraji görülen inme vakalarının yaklaşık 5'te 1'ini 

oluşturup inmenin en önemli nedenleri arasında (33) yer almaktadır (128). 

Temelde beyindeki kan damarlarının spontan rüptürleriyle oluşur. Damar 
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bütünlüğünün bozulmasıyla birlikte kan beyin parenkimine dolar, kan beyin 

bariyeri hasarlanır, hematomlar oluşur (129, 130). Oksijen ve glukozun 

taşınımı sekteye uğrar ve nöronlarda apoptoz ve nekroz izlenir. Hematomlu 

bölgede mikroglialar aktifleşir, periferdeki immün hücreler beyne doğru göç 

ederler (33, 34). Ödem meydana gelir ve pro-inflamatuar sitokinler üretilir. 

İntraserebral hemorajiye yanıt olarak salınan en önemli sitokinler arasında 

TNF-α, IL-1β ve MMP-12 sayılabilir (131). 

 Minosiklinin bilinen etkilerinden dolayı araştırmacılar İSH'de de hangi 

tedavi edici etkileri olabileceğini çalışmışlardır. İn vivo modellerde oluşturulan 

birkaç çalışmada İSH sonrası verilen minosiklinin ödem ve mikrodamar 

yapısındaki bozulmadan kaynaklı hasarı azalttığı (132), TNF-α ve MMP-12 

ekspresyonunu düşürdüğü (72, 132, 133), trombin kaynaklı aktive olan 

mikrogliaların salgıladığı IL-1β miktarını, hematom çevresi beyin ödemi ile 

atrofisini ve nörolojik bozuklukları azalttığı (72), subkortikal beyaz cevheri de 

koruyucu ve fonksiyonunu düzeltici etkisi olduğu (134) kanıtlanmıştır. Ancak 

hematom sınırında yaşayan ancak 1-3 gün sonra içinde ölme eğilimi gösteren 

nöronlara etkisine bakıldığında minosiklin mikroglial aktiviteyi azaltmasına 

rağmen bu nöronlara karşı nöroprotektif olamamış, doku kaybını 

önleyememiştir (131). Bu da minosiklinin nöroprotektif etkisinin hücresel 

yanıtlarında her zaman aynı sonuçlara sebep olmadığını gösterir. Başka bir 

çalışma da minosiklin veriliş şeklinin minosiklinin etkinliğine önemli katkısı 

bulunduğunu göstermiştir. İntrakraniyal ve intraperitonel verilip 

karşılaştırıldığında intrakraniyal olarak direkt hematom üzerine verilen 

minosiklinin dozaj da arttığında beyin hasarını ve nöron kaybını daha çok 

azalttığı kanıtlanmış, hem intrakraniyal hem de intraperitonel verilen 

minosiklinin ise sinerjik etki gösterdiği bulunmuştur (135). 

 İn vitro modellerde, minosiklin kollajen tip-IV kaybını, mikroglial 

aktivasyondan ortaya çıkan ROS üretimini düşürür (136). 

 Bu bulgulardan yola çıkalarak yapılan klinik çalışmalar da yapılmıştır. 

Orta ve kronik İSH hastalarında yüksek doz intravenöz (maksimum 700mg) 

minosiklin kullanımı güvenlidir. Klinik ve radyolojik bir etkisi görülmese bile 

hastaların MMP seviyesinde 5. günde anlamlı bir azalış yaratmayı başarmıştır  
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(137). Fouda ve ark. yine MMP inhibisyonu görmeyi bekledikleri akut İSH'li 

hastalarda minosiklin kullanımından sonra bir düşüş gözleyememişlerdir. 

Ancak hastane öncesi intravenöz minosiklin kullanımın güvenli olduğunu 

bildirmişlerdir (138).  

 

4.4.3.3. Spinal kord hasarı 

  

 Spinal kord hasarları (SKH) en sık görülen travmatik hasarlardan biridir. 

Motor nöronların işlerliğini bozduğu ve duyu yolaklarını etkilediği için vücutta 

önemli lokomotor fonksiyonların yerine getirilememesine sebep olur. Bu 

bağlamda spinal kord hasarlarında minosiklin uygulamaları daha çok motor 

fonksiyon üzerine yoğunlaşmıştır.  

 Yapılan fare ve sıçan SKH modellerinde arka ekstremitelerde motor 

fonksiyon ve koordinasyonun geliştiği gösterilmiştir (139–144).  Motor 

fonksiyonun gelişmesine yarar sağlayan mekanizmalar arasında azalan 

mikroglial aktivitenin baskılayamadığı nöro-büyüme faktörlerinin ortaya 

çıkması (140), oligondendrosit ölümünün gecikmesi veya azalması ile genel 

apoptozun azalmasının etkisi (140, 143, 144) ile bununla korele görülen lezyon 

bölgesinin ve aksonal hasarın azalması (139, 143–145), sitokrom c ve kaspaz 

aktivitelerinin azalması (146, 147) bulunmaktadır. Bunun yanısıra yukarıda 

bahsedilen azalmış mikroglial aktivitenin SKH'ndaki akut ve kronik etkilerini 

in vitro ve in vivo olarak inceleyen Pinkernelle ve ark. (148) akut fazda glial 

skarın bileşeni olan reaktif astrositin bağışıklık ve glutumat düzenliliği 

üzerindeki yararlı etkilerini minosiklinin baskıladığına vurgu yapmışlar ve 

kronik dönemde kendi in vitro modellerinde minosiklin tedavisiyle glial skarı 

azaltabildiklerini göstermişlerdir. Bu nedenle akut faz yerine SKH'da kronik 

fazda minosiklin tercihinde bulunulabilir.  

 Bu çalışmaların açtığı yolda Casha ve ark. SKH'lı hastalarda önce faz I 

(149) daha sonra faz II (150) çalışmalarda minosiklin tedavisini denemiştir.  

Faz I çalışmada 1 yıl boyunca günde toplam 400 mg'ı aşmayacak şekilde 

intravenöz minosiklin alan hastaların ASIA, FBÖ, SCIM gibi fonksiyonel SKH 

skalalarında anlamlı iyileşme görmüşler ancak bu iyileşmeyi sadece servikal 
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kord seviyesinden yaralanmış hastalarda elde etmişlerdir. Faz II çalışmasında 

ise plasebo verilen hastalara kıyasla 7 gün boyunca 200 mg minosiklin alan 

hastalar ASIA skalası motor fonksiyonda 6 puan gelişme göstermişlerdir. Yine 

burda da servikal kord inkomplet yaralanmalı hastalarda daha büyük bir 

iyileşme gözlenmiştir (Faz III çalışma yayınına ulaşılamamıştır.). 

 SKH'nın yol açtığı bir diğer bozukluk duyu yolaklarının hasarına bağlı 

ortaya çıkan nöropatik ağrıdır. Minosiklin kullanılan SKH hayvan 

modellerinde IL-1β ve TNF-α ile p38 MAPK üzerinden nosisepsiyonun 

yeniden düzenlenmesini sağlayarak nöropatik ağrının azaldığını saptayan 

çalışmalar literatürde mevcuttur (151–153). 

 

4.4.3.4. Travmatik beyin hasarı 

  

 Travmatik beyin hasarı (TBH) halk sağlığını ilgilendiren en önemli 

nörodejeneratif bozukluklardan biridir (154). Bu nedenle sinir sistemini 

koruyucu etkisi bulunan minosiklinin travmatik hasarlara olan etkisi birçok 

çalışmanın konusu olmuştur.  

 Travmatik beyin hasarı sonrası nöroinflamasyona aracılık eden beynin 

yerleşik immün hücreleri olan mikroglialar aktive olurlar. Hasarı takiben 

kortikal dokuda sitokin ve kemokin ekspresyonunda artış ile hasar alan 

hemisferdeki talamus ve hipokampüste dahi bariz doku hasarı meydana gelir. 

Bu hasar sonucu oluşan tablo hem olgun hem de pediatrik beyinde hemen 

hemen aynıdır (155–159).  

 Minosiklin TBH sonrası in vivo yapılan deneylerde yetişkin ve pediatik 

beyinde aktif hale gelen mikroglial aktiviteyi özellikle akut dönemde 

azaltmıştır (160–162). Bunun yanında azalmış mikroglial aktivitenin bir 

sonucu olarak ortaya çıktığı düşünülen hasarlanmış bölgenin hacminin 

azalması yetişkin hayvanların kullanıldığı çalışmalarda yine akut dönem 

minosiklin tedavisi ile sağlanmıştır (160, 163). Şaşırtıcıdır ki pediatrik 

hayvanların kullanıldığı çalışmalarda özellikle talamusta nöron hayatta 

kalımını sağlasa dahi hasar hacmine minosiklin tedavisini etkisiz kaldığı da 

bildirilmiştir (161, 162). Yine daha ilginç olarak, yeni bir klinik çalışmada orta-
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ağır TBH'lı hastalarla yapılan uzun erimli bir çalışmada akut minosiklin 

tedavisinin insanlarda da mikroglial aktiviteyi azalttığı ancak uzun dönemde 

beyin atrofisine sebep olduğu gösterilmiştir (164). 

 Yine beyin hasarına yanıt olarak görülen önemli sitokinlerden IL-1β 

yetişkin in vivo çalışmalarda minosiklin tedavisiyle akut dönemde azalmıştır 

(160, 163). Minosiklinin IL-1β ları baskılama mekanizmasını kaspaz-1  

ekspresyonunu inhibe etme yoluyla elde ettiği düşünülmektedir (163). Aksine 

pediatrik modellerin kullanıldığı çalışmalarda inflamatuar etkinin olmadığı 

tartışılmıştır (162). 

 In vivo yapılan çalışmalarda akut dönemde motor defisitlerde (160, 163) 

ve kognitif süreçlerde iyileşmeyi -özellikle beyaz cevherin korunumu yoluyla- 

(165–167) sağladığı da gösterilmiştir. Ancak yine Scott ve ark. (164) yaptığı 

klinik çalışmada kognitif parametrelerde azalma görülmüştür. Çelişkili gibi 

gözüken bu çalışmaların daha iyi anlaşılması için daha fazla karşılaştırmalı 

araştırmaya ihtiyaç olduğu görülmektedir. 

 

4.4.3.5. Parkinson hastalığı 

  

 Parkinson hastalığı, Alzheimer hastalığından sonra görülen en sık ikinci 

nörodejeneratif hastalıktır. Nigrostriatal yolaktaki dopaminerjik nöronların 

kaybı ile Lewy cisimcikleri denen a-sinüklein agregatlarıyla karakterizedir. 

Oksitadif stres, mitokondrial disfonksiyon ve nöroinflamasyon hastalığın 

prognozunda etkili unsurlardır (168). Artmış mikroglial aktivitenin de ROS 

sekresyonunu arttığı gözlenmiştir (169). Minosiklinin bu unsurlardaki bulunan 

etkileri Parkinson hastalığının tedavisi için çeşitli modeller kullanılarak 

araştırılmıştır.  

 Kimyasal bir Parkinson modellerinde yapılan çalışmalardan bazıları 

mikroglial aktivitenin ve hücre ölümlerinin azaldığını bulurken (170, 171), 

diğerleri azalmış mikroglial aktivite ve artmış nörotoksisiteyi rapor etmişlerdir 

(172, 173). MTPT Parkinson fare modelinde minosiklinin nigrostriatal 

dopaminerjik nörodejenerasyonunu önlendiği ve bu etkinin striatum ve nukleus 

akkumbensteki dopamin tüketiminin önlenmesi ile ve kaspaz-1 iNOS 
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ekspresyonu azalmasıyla ilişkisi kurulmuştur (171). Wu ve ark.nın yaptığı 

çalışma ise nigrostriatal dopaminerjik nöronları koruma yeteneği olan 

minosiklinin azalmış mikroglia aktivasyonu, olgun IL-1β formasyonunun 

inhibisyonu, NADPH oksidazı ve iNOS aktivasyonu ile olan ilişkisini ortaya 

koymuşlardır (174). Ek olarak serebellar granüler nöronlar ve glia primer 

kültürünün kullanıldığı in vitro bir çalışma MPP+'nin aracılık ettiği iNOS 

ekspresyonu ve NO-indüklü nörotoksisiteyi inhibe ettiği bildirilmiştir. Bu etki 

serebellar granüler nöronlardaki p38 MAPK inhibisyonu ile alakalı 

bulunmuştur (171). Tam tersine, Yang ve ark. yaptıkları çalışmada 

minosiklinin MTPT indüklü toksisiteyi azaltmadığı ve dopaminerjik nöronlar 

üzerinde koruyucu etki yapmadığını ortaya koyan sonuçlar elde etmişler ve 

bunu minosiklinin dozu, veriliş şekli gibi yöntem farklılıklarına bağlamışlardır. 

1 yıl sonra yapılan primat kullanılan bir çalışmada ise minosiklinin putaminal 

dopaminerjik sinir sonlanmalarında büyük kayıplara yol açtığı dikkat 

çekmiştir. Çalışmanın devamında yapılan fare modelinde ise minosiklin alan 

grup daha yavaş motor iyileşme göstermiş ve dorsal striatumda dopaminerjik 

hücre kaybı daha fazla saptanmıştır (172). 

 Weaver farelerin kullanıldığı genetik Parkinson modelinde, minosiklin 

tedavisinin nigrostriatal nöroproteksiyona yol açtığı bulunmuştur (175). 

 Yine başka bir model olan 6-OHDA Parkinson modeliyle yapılan 

çalışmalarda birbiriyle tutarlı sonuçlar elde edilmiştir. Bu çalışmalarda 

minosiklinin mikroglial aktiviteyi azaltarak nigrostriatal dopaminerjik 

nöronları koruduğu (176) ancak bu terapötik etkinin minosiklinin veriliş 

zamanıyla belirleyici olacağına dikkat çekilmiştir. Özellikle hasar sonrası 

verilen minosiklinin hücre kaybını daha azalttığı tartışılmıştır (177). 

Minosiklinin veriliş zamanını araştıran yeni bi çalışma ise zebrabalıklarında 

yapılmış, 6-OHDA enjeksiyonundan önce verilen minosiklinin dopaminerjik 

nöronları koruduğu ve kontrollere nazaran daha hareketli oldukları 

gözlenmiştir. 6-OHDA enjeksiyonundan sonra verilen minosiklinle 

nörorestorasyon etkisine bakılmış ve lokomotor fonksiyonun tam olarak 

iyileştiği saptanmıştır. Ancak dopaminerjik nöronları bir kısım restore olsalar 

dahi tam olarak iyileşme göstermemişlerdir (178). 
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 Hayvan modellerindeki bu sonuçlara dayanarak klinik çalışmalar da 

düzenlemiştir. Bir  pilot klinik çalışmada hastalara 18 ay boyunca günde 200 

mg minosiklin verilmiş. Değişiklikler Parkinson hastalığı derecelendirme 

skalası ile değerlendirilmiş, semptomlarda azalma ya da artma gözlenmemiştir 

(179). 

 

4.4.3.6. Huntington hastalığı 

 Huntington hastalığının transgenik R6/2 fare modelinde minosiklinin 

etkilerini araştırılmış ve hastalığın ilerleyişini ve ölüm oranını geciktirdiğini 

rapor etmişlerdir. Altında yatan mekanizma olarak da kaspaz-1 ve kaspaz-3'ün 

ekspresyonunu inhibe etmesi ile azalmış iNOS aktivetisi olarak belirtilir. 

Dahası minosiklin ile tedavi edilmiş farelerin beyinlerinde daha düşük 

miktarda  olgun IL-1β bulunmaktadır (103). Ancak başka bir çalışma ise yine 

aynı genetik model üzerinde yaptıkları çalışmada minosiklinin terapötik 

etkisine dair bir işaret bulamamışlar ve hatta zararlı etkilerine dikkat 

çekmişlerdir (172, 180). Diğer yandan minosiklinin pirüvat ya da koenzim Q 

ile kombine şekillerde kullanımı HH taşıyan farelerde önemli ölçüde 

nöroproteksiyon sağlamıştır (181, 182). 

 Pre-klinik çalışmaları çelişkili olan minosiklinin olumlu etkiler göze 

alınarak dahil edildiği klinik çalışmalara da literatürde rastlamak mümkündür. 

Az katılımcılı açık bir çalışmada minosiklinle 2 ay boyunca günde 100-200 mg 

minosiklinle tedavi edilen hastalar 6 ay sonunda değerlendirilmiş ve toksisite 

bulunmamasının yanısıra motor iyileşme ve mini mental skorlamalarında artış 

elde edilmiştir. 24. ayda takiplerinde ise motor fonksiyonalitede denge ve 

psikiyatrik bulgularda azalma bildirmişlerdir (183). Aynı dozların kullanıldığı 

çift kör randomize kontrollü bir araştırmada ise hastalar minosiklin dozunu iyi 

tolere etmiş ancak HH değerlendirme ölçeğinde bir değişiklik kaydedilememiş 

ve hatta stroop testte daha kötü sonuçlar belirtilmiştir (184). Diğer bir pilot 

çalışmada ise tolerasyonun iyi olduğunu benzer şekilde ortaya koymuş fakat 6 

aylık minosiklin tedavisinden sonra motor gelişmeden yoksun kalınmıştır 

(185). 18 ay boyunca yapılan çalışmada günde 200 mg minosiklinin iyi tolere 
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edilebilir ve güvenli olduğu bulunmuş, total fonksiyonel kapasitede anlamlı 

olmasa da göz ardı edilmeyecek iyileşme kaydedilmiştir (186). Bu çelişkili 

sonuçlar minosiklinin moleküler etki mekanizmasının henüz tam olarak 

anlaşılamaması kaynaklı etkilerinin öngörülememesinden izleniyor diye 

düşünülebilir.  

 

4.4.3.7 Alzheimer hastalığı 

 

 Alzheimer hastalığı nöronal hücre kaybı, plak agregasyonundan doğan 

vasküler hasar ve nörofibriler yumaklarla karakterize kognitif fonksiyonlara da 

etki eden nörodejeneratif bir hastalıktır (187, 188). AH'nda amiloid beta oluşan 

sabit ve belirgin nörit plaklarının bir bileşeni ise aktif mikroglialardır (189). 

Görülen bu mikroglial aktivite ve sonrasında yol açtığı IL-1, IL-6 ve TNF-α 

gibi sitokin ve proteazların sekresyonu (189) minosiklinin farmakolojik 

profilinin AH tedavisine bir aday olabileceği düşüncesini oluşturmuştur. AH'da 

minosiklinin etkilerini araştıran ilk çalışma saporin verilen farelerdeki 

kolinerjik hücre kaybının ve  mikroglia aktivasyonun azalması, pro-inflamatuar 

mediatörlerin transkripsiyonunda aşağı doğru düzenlenme ve artmış kognitif 

bozukluğu selimleştirme gibi yararlı etkiler ortaya çıkardığını kanıtlamıştır 

(141, 190). 

 Minosiklin tedavisi, APP transgenik farelerde sinir büyüme faktörü, TNF-

α, IL-6 ve IL-1β nin mikroglial üretimini baskılar (191). Üstelik Choi ve 

ark.(192) Aβ1-42 tedavisi ya da APP'nin C fragmanının aktarılmasıyla 

diferansiye edilen PC-12 nöronal hücrelerinde, sinaptik plastisite ve kaspaz-12 

aktivasyonu için gerekli de novo protein sentezinin etkinliğini azaltarak 

kognitif fonksiyonları tamir edilebilen eIF-2α fosforilasyonunu (193–195) 

minosiklinin azalttığını rapor etmişlerdir. p-eIF2α daki yükseliş ayrıca 

minosiklin verilen iki hayvan modeliyle de düşürülmüştür; Aβ1-42 verilmiş 

sıçanlar ve Tg2576 farelerde minosiklin nöronal ölümü azaltmış, kognitif 

bozukluğu iyileştirmiş ve hafıza ile öğrenmedeki defisitleri azaltmıştır (192). 

Benzer olarak, minosiklin tedavisi erken plak öncesi inflamatuar süreçte 

Alzheimer benzeri bir transgenik sıçan modelinde bilişsel-davranışsal 
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bozuklukları düzeltmede ve fazla çalışan Aβ ile MHC II, iNOS ve COX-2 gibi 

proinflamatuar markır seviyelerini düşürmüştür (196). 

 

4.4.3.8. Amiyotrofik lateral skleroz 

 

 ALS spinal kord, beyin sapı ve motor korteksteki motor nöronların 

ölümü ile karakterize bir nörodejeneratif bir hastalıktır. ALS'nin patogenezine 

bakışta, kaspaz 1-3 ,iNOS, p38 MAPK ı içeren çeşitli pro-inflamatuar 

sinyallerin yükselmiş aktiviteleri ve yukarı doğru düzenlenmiş ekspresyonları 

ile ilişkisi göze çarpar (197, 198). Tam da bu yüzden minosiklinin bu hastalığın 

prognozunda yararlı olabileceği düşünülmüştür.  

 Gerçekten de mutant human SOD1-G93A geni eksprese edilmiş fareler 

minosiklin hastalığın ilerleyişini geciktirmiş, bu farelerde uzamış sağ kalım 

yaratmıştır. Bu modelde ayrıca in vitro hücre ve hücreden izole edilmiş 

mitokondride minosiklin sitokrom c'nin geçişini kolaylaştıran mitokondrial 

geçirgenliği azaltmıştır (199). ALSli farelerde motor nöron dejenerasyonu ve 

kas kuvveti zayıflamasını geciktirdiği ile artmış yaşam süresi  gibi benzer 

etkiler başkaca çalışmalarda da ortaya konmuştur (200, 201). Ek olarak in vitro 

çalışmalarda ALS de dahil olmak üzere motor nöron hastalığı olan hastalardan 

alınan ve kültürlenen nöronlara verilen minosiklinin nöronal apoptozu 

azalmıştır (202). Daha yeni bir primer kortikal nöron kültürü çalışmasında 

ALS'li hastalardan alınan serebrospinal sıvı ile toksik hale getirilip ALS modeli 

oluşturulmuş ve minosiklinin bu oluşan toksisiteyi azalttığı ve nöroprotektivite 

sağladığı gösterilmiştir (203). 

 Hayvan modellerindeki umut verici çalışmalar sonucu çok merkezli, 

randomize plasebo kontrollü faz 3 çalışması hemen denenmiş fakat 

minosiklinin zararlı bir etkisi olduğunu ortaya koymuştur. ALS hastaları 9 ay 

boyunca günde 400 mg minosiklinle tedavi edildiklerinde, bu hastalar ALS 

fonksiyon skalasında plasebo gruba göre manuel kas testi ve vital kapasitede 

daha hızlı bir düşüş göstermişlerdir. Ayrıca anlamlı olmasa dahi minosiklin 

grubunda sağkalım oranı biraz daha azdır (204). Bu sonuçlar minosiklin 

dozunun glutamat reseptor 1 fosforilasyonu ile membran etkinliğini arttırmış 
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ve glutamat toksisitesiyle nöron kaybına yol açtığını tartıştırmıştır. Sonuçlar 

minosiklinin nöronal hücrelerdeki moleküler etkilerine daha derinden 

bakılması ihtiyacını doğurmaktadır.  

 

4.4.4 Minosiklinin nörorejenerasyona etkisi 

 Minosiklinin bu geniş ve yer yer çelişkilere sahip nöroprotektif 

etkilerinin yanı sıra son yıllarda yapılan çalışmalarda nörorejeneratif etkileri de 

ortaya konmaya başlanmıştır. Ne yazık ki şu ana kadar literatürde yapılmış 

çalışmaların sayısı epey azdır. 

 Sinir sisteminde rejenerasyon kapasitesi merkezi ve periferal 

konumlanışa göre değişiklik göstermektedir. Siyatik sinir hasarını konu alan bir 

çalışmada minosiklinin inflamasyon (MHC1, THNF-α, MMP9), stres (ATF3, 

VEGF), büyüme bağlantılı protein (GAP-43) ve apoptotik (Bcl-2, Bax, kaspaz-

3) faktörlere etkileri incelenmiştir. GAP-43, MMP9, TNF-α, MHC1 ve VEGF 

ekspresyon seviyeleri düşerken apoptotik faktörlerin seviyelerinde değişiklik 

gözlenmemiştir. Bu faktörlerden spinal kord L3-6 seviyesine kadar eksprese 

edilebilen sadece kontralaterale göre ipsilateralde GAP-43 ve MMP-9 

olmuştur. Bu da siyatik sinir hasarına bağlı motor nöronların yeniden 

yapılanmasında minosiklinin kısmi yardımına işaret etmiştir (205). 

 Brakial pleksus modeli kullanan Yew ve ark. (206) sıçanlara hasar 

sonrası 2 hafta intraperitonel ve intratekal olarak iki gurpta minosiklin tedavisi 

uygulamışlardır. İntraperitonel verilen minosiklinin p38 MAPK 

fosforilasyonunu inhibe ederek ve mikroglial aktiviteyi azaltmak suretiyle 

motor nöron sağ kalımını arttırdığı gösterilmiştir. Daha önce de bahsedilen 

mikroglial inaktivasyon fiziksel olarak hasar bölgesini bloklayan bir özellik 

taşımaktan çıkıp rejenerasyon kolaylaştırır.  

 Nörorejenerasyon söz konusunda olduğunda hasarlı aksonun tekrar 

restore olabilmesi için yerine getirmesi gereken önemli şartlardan biri de 

etraftaki yönlendirici proteinlerden sinyal alıp akson uzamasını fasilete 

etmesidir. Bu akson uzamasını güçlü bir şekilde inhibe edebilen miyelinden 

türevlenmiş RGMa'yı (207), MCAO sonrası verilen minosiklin iskemik 

kortekste anlamlı oranda düşürmüştür. Hatta bu inhibisyon akson uzamasını 
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fasilite etmiş, 1 hafta içinde kontrol gruplarına göre fark olmasa dahi 2. haftada 

minosiklinle tedavi edilmiş hasarlı nöronların aksonları kontrollere göre 

anlamlı düzeyde uzamışlardır (9). Bu çalışmanı yetişkin sıçanlarla yapılmış 

olması rejeneratif kapasitesinin zayıf olduğu bir dokuda dahi minosiklinin etki 

edebileceğine de işaret etmektedir. 

 Karşıt olarak hasarlı arka kök gangliyonlarına verilen minosiklin 

makrofaj aktivitesini azaltmış ancak aksonal uzamayı ortadan kaldırmış, akson 

retraksiyonuna yol açmıştır. Öyle ki salin verilen kontrol grubunun akson 

uzunlukları minosiklin verilen gruba göre oldukça uzun kalmıştır (8). Yine bu 

bilgiyi destekleyecek şekilde minosiklinin duyu nöron aksonlarına karşı 

herhangi bir koruyucu etkisinin bulunmadığı ve hatta duyu nöronlarında nörit 

büyümesini azalttığı da gösterilmiştir (7). Burdan elde edilen sonuçlarla 

minosiklinin periferik ve merkezi sistemi nöronlarına da farklı moleküler 

etkileri olabileceği tartışılabilir. 

 Rejenerasyonun diğer bir yoluysa gen ekspresyonlarını ortaya çıkardığı 

kök hücre diferansiyasyonlarıdır. Daha önce de bahsedildiği üzere yetişkin 

beyninde nöronal kök hücreler bulunmaktadır. Bu prekursor hücrelerin kendini 

yenileme süreçlerinde minosiklinin doğrudan iyileştirici etki yaptığı 

kanıtlamıştır. Ayrıca bu öncül hücrelerin oligodendrositlerine de diferansiye 

olmasına yardımcı olur. Gariptir ki bu etkileri mikroglial aktivitenin 

süpresyonu özelliğinden ve kök hücreleri uyarıcı-diferansiye edici Notch, Wnt 

ve MAPK gibi yolakların sinyalizasyonun da bağımsız görünmektedir. Kök 

hücre yoğunluğu minosiklin lateral ventriküllerden direkt verildiğinde artmış 

olarak izlenmiştir (208). Yenidoğan farelerin kullanıldığı diğer bir çalışma da 

nöronal kök hücrelerin yoğunlukla bulunduğu hipokampüsün subventriküler 

zonu ve subgranüler zonunda midazolamın oluşturduğu indüklenmiş apoptoz 

ve baskılanmış nörogeneze minosiklinin yanıtını araştırmıştır. Hasar öncesi 

verilen minosiklin SVZ ve SGZ'deki hücre proliferasyonunu arttırmış ve 

uzamsal öğrenme ile hafızayı da güçlendirmiştir (209). 

 Minosiklinin rejenerasyona etkileri çok çeşitli olabilmekle beraber 

literatürün moleküler mekanizmaları anlamak adına çok daha yeni olduğu bir 

yerde durulmaktadır. Bu çeşitli yanıtların altında yatan sebepleri bir araya 
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getirebilmek için çokça rejenerasyona yönelik çalışmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır.  
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5-MATERYAL VE METOT 

 Yukarıda bahsedilen sebeplerden dolayı rejeneratif kapasitesinin daha 

yüksek olarak görüldüğü yenidoğan farelerin beyinleri kullanılan çalışmamızda 

yüksek kognitif işlevleri ve hasarlandığında ortaya çıkan kompleks klinikleri 

sebebiyle korteks bölgesi tercih edilmiştir. Moleküler mekanizmaları daha 

yakından izleyebilmek adına da in vitro model kullanılmıştır.  

 Bu bağlamda Balb-C erkek farelerden kortikal nöronların izolasyonu 

yapıldı. Kültüre edilen kortikal nöronlara minosiklin uygulanarak laser 

mikrodiseksiyon ile aksotomi yapıldı. Nörorejenerasyon etkisinin ölçülmesi 

için immunositokimya yapılan hücreler fikse edilip görüntülendi ve 

rejenerasyon markırlarının analizi tamamlandı. 

 

5.1 Kullanılan deney hayvanları 

  

 Çalışma için yenidoğan (p0-p1) Balb-C albino erkek fareler kullanıldı. 

Çalışma için gereken 20 adet Balb-C fareler İstanbul Medipol Üniversitesi Tıp 

Araştırmaları Merkezi tarafından sağlanmıştır. Çalışmada farelerin kullanımı 

için İstanbul Medipol Üniversitesi Hayvan Yerel Etik Kurulu'ndan etik kurul 

onayı (Etik Kurul Numarası 38828770-604.01.01-E.35856) alındı. 

 

5.2 Kullanılan malzemeler 

 

SARF 

MALZEMELERİ 

FİRMA KATALOG NO. 

L-15 Medium 

(Leibovitz) 500ML 

Sigma L5520 

Neurobasal-A Medium 

500ML 

Life Tech-Gibco 10888022 

Hybernate-A Medium 

500ML 

Life Tech-Gibco A1247501 
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DNA I, powder, 

protein ≥80 

Sigma D4513 

B-27® 50X Life Tech-Gibco 1750444 

GlutaMAX™-I 100X Invitrogen Gibco-

Thermofisher 

35050061 

Papain, toz, 100mg Sigma P4762 

Poly-L-lysine, toz, 

5mg 

Sigma P6282 

Paraformaldehit, 

toz,100g 

Sigma 158127 

Triton-X-100, 100ml Sigma T8787 

PBS, 500ml Thermofisher 10010023 

PBS tablet, 100 tablet Thermofisher 18912014 

Phosphate buffered 

saline 

Sigma P4417 

Antibiyotik 

antimikotik solüsyon, 

100x 

BioReagant  

Propidyum iyodür 

solüsyon 

Sigma P4864 

Tablo 5.2 Kullanılan sarf malzeme listesi 

 

5.3. Hücrelerin izolasyonundan önceki hazırlıklar ve hücrelerin elde 

edilmesi 

 

5.3.1 Petrilerin hazırlanması 

  

 Kortikal hücrelerin izolasyonundan en az 2 saat önce hücrelerin ekileceği 

35mmlik cam tabanlı petriler Poly-L-Lysine (herbir petri için 75µl PLL+675 µl 

sterile distile su) ile kaplandı. Poly-L-Lysine'in bu aşamadaki işlevi petri 

yüzeylerini hidrofilik hale getirmesi ve bu sayede hücrelerin petriye tutunma 
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yüzdelerini arttırmasıdır. 2 saat oda sıcaklığında bekletilen petriler daha sonra 

3'er kez distile su ile yıkandı ve kurumaya bırakıldı. 

 

5.3.2 Kültür için kullanılacak besiyerlerinin hazırlanması 

 

5.3.2.1 Diseksiyon için hazırlanan besiyeri 

 Steril ortamda hazırlanan besiyerinin içeriğinde Hybernate-A mediumu 

kullanıldı, ek olarak %1 Glutamax ve %1 antibiyotik eklendi. Diseksiyon 

işlemine kadar -20 ᵒC'de bekletildi. 

 

5.3.2.2 Kültür için hazırlanan besiyeri 

  

 Steril ortamda hazırlanan besiyeri 2 mM Glutamax, 100U penisilin, 

100mg streptomisin, 250 ng amfoterisin içeren %2 B27'li Neurobasal-A (NBA) 

medyumundan hazırlanmış ve kullanımına kadar 37 C ve %5 CO2 li ortamda 

bekletilmiştir. 

 

5.3.3 Diseksiyon aşaması 

  

 Dekapitasyon yöntemiyle sakrifiye edilen yenidoğan farenin kafası 

kontaminasyon riskine karşın %70 etanol içeren alkol solüsyonu ile dezenfekte 

edilir. Hızlıca soğuk Hybernate-A'lı diseksiyon medyumu bulunan petriye 

aktarılır. Mikrocerrahi için kullanılan stereo mikroskop altına alınan petri 

içindeki kafanın önce derisi orta hattan iki yana açılır, daha sonra retinal makas 

ile kafatası orta hattan düzgünce ikiye kesilir, yana alınır. Açılan kafatasının 

içinden beyin dokusu ortaya çıkartılır. Serebellum ve bulbus olfaktoriuslar 

serebrumdan enine kesiler ile uzaklaştırılır. Korteks tabakası nazikçe ve 

sırasıyla kaldırılarak alınır, ince uçlu forseps yardımıyla korteks üzerindeki 

meninks tabakası dokuya zarar vermeden sıyrılarak alınır. Kan damarsız ve 

fibröz dokusuz temiz korteks tabakası elde edilir. 
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5.3.4 Kültür Protokolü 

 

 Elde edilen kortikal doku içerisinde Papain ve DNase enzimlerini içeren 

2 mM Glutamax, 100U penisilin, 100mg streptomisin, 250 ng amfoterisin 

içeren %2 B27'li Leibovitz's (L15) medyumlu tüpün içine aktarılır. Dokular 

medyum içerisinde +4C de 45 dakika inkübe edilir. İnkübasyon 

tamamlandıktan sonra çapı 2mm'den başlayan ve sürekli incelen pipet uçları ile 

tritürasyon yapıldıktan sonra Pasteur pipetten de geçirilerek mekanik 

parçalanması gerçekleştirilir. 800 RPM'de 3 dk santrifüje edilen doku sıvısının 

içinden supernatant uzaklaştırılır. Kalan kısma 2 mM Glutamax, 100U 

penisilin, 100mg streptomisin, 250 ng amfoterisin içeren %2 B27'li L15 

medyum eklenir ve ikinci kez 800 RPM'de 3 dk santrifüj edilir. Santrifüj 

sonunda tekrar supernatant uzaklaştırılır ve 2 mM Glutamax, 100U penisilin, 

100mg streptomisin, 250 ng amfoterisin içeren %2 B27'li NBA medyum ilave 

edilir.  

 Bu işlemden sonra hücreler sayılır ve PLL ile kaplanmış cam tabanlı 35 

mm çaplı petrilere eşit şekilde ekilir. Nöronların petriye tutunabilmeleri için 2 

saat boyunca 37 C ve %5 CO2 li inkübatörde nöronlar dinlendirilir. Hücrelerin 

yapışması sağlandıktan sonra NBA'li medyum koyularak besiyerleri 

tamamlanmış bir biçimde 37 C ve %5 CO2 li inkübatöre bırakılır (Resim 

5.3.4). 
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Resim 5.3.4 1 saatlik kortikal nöron kültürü  

 

 

5.4. Hazırlanan kültüre minosiklin uygulanması ve lazer mikrodiseksiyon 

ile aksotomi işlemi 

 

5.4.1 Minosiklin uygulaması 

 

 Primer kortikal nöron kültürü yapıldıktan 24 saat sonra petriler 4 farklı 

gruba ayrıldı. İlk grup petriye 1 μM, ikinci grup petriye 10 μM, üçüncü grup 

petriye 100 μM minosiklin aksotomiden 15 dakika önce eklendi, dördüncü 

grup ise kontrol grubu olarak seçildi ve minosiklin eklenmedi.  
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5.4.2 Lazer mikrodiseksiyon ile aksotomi işlemi 

 

 Maddeler eklendikten 15 dakika sonra PALM Combisystem 

(MicroDissection and MicroTweezers System) kullanılarak lazer aksotomi 

işlemi yapıldı. Bu sistem 337 nanometrede çalışan ve her biri 3 nanosaniye 

süren yaklaşık 300 IJ enerjiyi serbest bırakan, saniyede 1-30 darbe üreten bir 

ultraviyole lazer ünitesi ve invert mikroskoptan oluşan lazer mikrodiseksiyon 

sistemine sahiptir (Resim 5.4.2). 

 

 

 

Resim 5.4.2-1 PALM Combisystem  

 

  

 Lazer transeksiyonlarında 100X yağlı faz kontrast objektif kullanıldı. 

Aksonlar; lazer ışını, mikroskop ve bağlı CCD kamera kontrolleri bulunan özel 

yazılım olan PALM Robo yazılımı ile bilgisayara aktarılan dijital görüntüler 

üzerinde belirlenen soma çapının iki katı mesafede işaretlenen yerlerden 

kesildi. Verilen lazer her bir transeksiyon için yaklaşık %1'lik bir süre boyunca 

%65'lik bir yoğunlukta ve 21'lik odak uzaklığında uygulandı (Resim 5.4.2-2 ve 

Resim 5.4.2-3) (12). 
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Resim 5.4.2-2 Aksotomi öncesi nöron (100x büyütme) 

 

 

Resim 5.4.2-3 Aksotomi sonrası nöron (100x büyütme) 
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5.5 Propidyum iyodür uygulaması 

 Aksotomi protokolü uygulandıktan 24 saat sonra membran bütünlüğü 

bozulmuş, canlılığını yitirmiş hücrelerin tespiti için propidyum iyodür 

boyaması yapılmıştır. Propidyum iyodür membran yıkımı olan hücreleri 

floresan mikroskobunda kırmızıya boyamış görülürken, sağlıklı nöronlar 

boyanmadan kalır.  

 Propidyum iyodür boyama 1,5 µl solüsyonu her bir petri için ekleyerek 

gerçekleştirilmiş ve 10 dakika inkübasyon süresinden sonra hücreler floresan 

mikroskobuyla görüntülenebilir hale getirilmiştir. 
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6-BULGULAR 

Yenidoğan Balb-C farelerden izole edilen kortikal nöronlara 1, 10 ve 100 

µM minosiklin uygulaması ardından lazer aksotomi uygulaması yapıldı. 

Sonrasında yapılan analizler ve kontrol gruplarıyla karşılaştırmalar yapılarak 

nörorejenerasyona minosiklinin etkisi araştırıldı. 

Korteks diseksiyonu ve ardından pimer nöron kültürü protokolleri 

tamamlandıktan sonra hücreler 5 farklı gruba ayrıldı. Daha önce yapılan 

çalışmalardan edinilen bilgilerle birinci gruba 1 μM, ikinci gruba 10 μM ve 

üçüncü gruba ise 100 μM 37℃ PBS de çözdürülen minosiklin solüsyonları 

primer kortikal nöron kültürünün yapılmasından 23 saat 45 dakika sonra 

nöronların besiyerine eklendi. 4. gruba minosiklin uygulanmadan kontrol grup 

olarak aksotomi uygulaması yapıldı. 5. gruba ise herhangi bir işlem yapılmadı, 

sağlıklı kontrol grup olarak kullanıldı.  

Gruplara minosiklin eklenmesinden 15 dk sonra, kontrol gruplarına ise 

hücre ekimi yapıldıktan 24 saat sonra lazer mikrodiseksiyon mikroskobu ile 

aksotomi yapıldı. Ekimden 24 saat sonra nöronlar kesilebilecek miktarlarda 

nörit uzattılar. 
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Resim 6-1 1µM minosiklin eklenmiş kortikal nöron kültürü 

 

Resim 6-2 10µM minosiklin eklenmiş kortikal nöron kültürü 
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Resim 6-3 100µM minosiklin eklenmiş kortikal nöron kültürü 

Nöronların hayatta kalımlarını tespit etmek üzere aksotomiden 24 saat 

sonra uygulanan propidyum iyodür vasıtasıyla önce floresan görüntüleme 

yapıldı (Resim.6-4, Resim.6-5, Resim.6-6). Aksotomi yapılan nöronlar 24 saat 

önceki görüntülerindeki koordinatları ile bulunarak canlılık sayımı yapıldı 

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

 

 

               

Resim.6-4 1 µM minosiklin içeren petrinin PI floresan görüntüsü 

 



47 

 

 

Resim.6-5 10 µM minosiklin içeren petrinin PI floresan görüntüsü 

 

 

Resim.6-6 100 µM minosiklin içeren petrinin PI floresan görüntüsü 
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Resim.6-7 1 µM minosiklin uygulanmış nöronlar için aksotomi sonrası canlılık 
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Resim 6-8 10 µM minosiklin uygulanmış nöronlar için aksotomi sonrası 

canlılık 
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Resim 6-9 100 µM minosiklin uygulanmış nöronlar için aksotomi sonrası 

canlılık 
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Ardından minosiklin uygulanan, aksotomi kontrol ve sağlıklı kontrol 

petrilerinin canlılık oranları yüzdelik hesapla tespit edildi (Tablo.6). Yapılan 

sayımda sağlıklı kontrol için sayılan 58 nöronun 14'ü ölü olarak görülmüş ve 

%75,86 canlılık oranı saptanmıştır. Aksotomi yapılan kontrol petrisinde ise 30 

nörondan 19'u ölü olarak saptamış ve %36,6 canlılık oranı tespit edilmiştir. 

Aksotomi sonrası 1 µM minosiklin eklenen petride 30 nöronda 8 nöron ölü 

olarak işaretlenmiş ve canlılık oranı hasara karşılık %73,3 olarak bulunmuştur. 

10 µM minosiklin eklenen petride ise 30 nörondan 15'i ölü olarak gözlenmiş ve 

%50 canlılık oranı saptanmıştır. 100 µM minosiklin uygulanan petri hasardan 

sonra 28 nöronda yalnız 2 nöron için canlı işaretlenmiş ve canlılık oranı 

%7,14'te kalmıştır. 

 

 

 Canlı Hücre 

Sayısı 

Ölü Hücre 

Sayısı 

Yaşam Oranı Toplam 

Hücre 

Sayısı 

1µM 

minosiklin 

22 8 73,333 30 

10µM 

minosiklin 

15 15 50 30 

100µM 

minosiklin 

2 26 7,142 28 

Aksotomi 

Kontrol 

11 19 36,666 30 

Sağlıklı 

Kontrol 

44 14 75,862 58 

Tablo.6 Gruplar arası canlılık verileri 
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Şekil.6 Gruplar arası canlılık oranları 
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7-TARTIŞMA 

 

Minosiklin nöroprotektif etkisi hastalık modelinde gösterilmiş bir semi-

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

Minosiklinin merkezi sinir sistemine kolayca sızabilen yapısının 

anlaşılmasından sonra araştırmacılar iskemik inme, intraserebral hemoraji, 

spinal kord yaralanması, travmatik beyin hasarı, Parkinson hastalığı, 

Huntington hastalığı ve Amiyotrofik lateral skleroz gibi nörolojik hastalıkların 

tedavisinde minosiklinin etkilerini araştırmışlardır. Adı geçen klinik 

durumların hemen hepsinde gözlenen en büyük ortak özelliklerden biri  

aksonal dejenerasyondur. Aksonal dejenerasyon nöronlarda görülebilen en 

tipik yıkım şeklidir. Hücrenin aksonal hasardan sonraki rejenerasyona atacağı 

ilk adım bu dejenerasyon modelinden sonra göstereceği hayatta kalım 

mekanizmalarını devreye sokmak olacaktır. Bu bağlamda çalışmaya lazer 

aksotomi modeli konu edilmiştir.  

Lazer aksotomi modeli kullanarak yapılan bu çalışmada, daha önce farklı 

in vitro nöron kültürü deneylerinde de kullanılan (4, 72, 210, 104, 109, 135, 

148, 170, 192, 203, 206) 1, 10 ve 100 µM minosiklin dozajları kullanılmıştır.  

Elde edilen veriler sonucunda aksotomi sonrası 1 µM minosiklin 

uygulanan petrilerdeki kortikal nöronların %73,3'nün sağ kalımı görülmüştür. 

Aksotomi sonrası hayatta kalımı neredeyse iki kat arttırmıştır. Wilkins ve ark. 

yaptığı NO indüklü E16 kortikal nöron hasar modelinde 1 µM minosiklin 

eklenen petrilerin %50 oranında sağ kalım gözlenmiştir (210). Diğer bir 

yandan da Parkinson modeliyle çalışılan bir striatum nöron kültüründe düşük 

doz minosiklinin yaşam oranını arttırdığı ortaya konmuş, 0,01 µM minosiklin 

eklenen hücreler %94,4 hayatta kalım gösterirken 1 µM minosiklin kullanılan 

nöronlarda ise %88,2 sağkalım izlenmiştir (109). Başka bir kimyasal Parkinson 

modeli üzerinden in vitro çalışan Radad ve ark. da rotenonla indüklenmiş 

nöronlara 1 µM minosiklin eklediklerinde hücrelerin %17 daha fazla 

yaşadıklarını görmüşlerdir (170). Wu ve ark. intraserebral hemoraji modelinde 

mikroglia kültürüne uyguladıkları 1 µM minosiklin ise TNF-α' yı %90 
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oranında düşürürken  ve IL-1β'yı ise %70 azaltmıştır (72). Primer motor 

korteks nöron kültürünü beyin omurilik sıvısı ile toksikleştirmiş bir ALS 

modelinde 1 µM minosiklin %30'a kadar nöroprotektivite sağlayabilmiştir 

(203). Kısaca, çalışmada kullanılan düşük doz minosiklinin literatürle uyumlu 

bir biçimde aksotomiden sonra sağkalımı neredeyse sağlıklı kontrol kadar 

arttırdığı ortaya konmuştur. 

Çalışma için denenen bir diğer doz olan 10 µM minosiklinin aksotomi 

sonrası %50 sağkalım sağladığı gözlenmiştir. Aynı dozu kullanan dopaminerjik 

nöron kültürü Parkinson modelinde %13'e varan sağkalım artışı görülmüştür 

(170). Du ve ark. dopaminerjik nöron kültürüne uyguladıkları 10 µM 

minosiklinin tedavisinin MPP+ indüklü hasarın yarattığı %40'a varan nöron 

ölümünün neredeyse tamamını glialı ortamda ortadan kaldırdığını 

göstermişlerdir (4). Aβ1-42 ile oluşturulan bir Alzheimer modeli in vitro 

çalışmasında da hipokampal nöronların 10 µM minosiklinle tedavisinde 

nöronal hayatta kalımı anlamlı şekilde arttırdığı görülmüştür (192). 

Pinkernelle'in 2013 yılında yaptığı bir spinal kord yenidoğan motor nöron 

kültüründe kullandığı 10 µM minosiklinin 1. günde anlamlı derecede sağkalımı 

arttırdığı ortaya konmuştur ancak bu etkisi 4. güne kadar devam etmemiştir 

(148). Bu da akut dönemdeki etkinliğini düşündürebilir. Literatürle beraber ele 

alındığında 10 µM minosiklinin, çok düşük doz uygulanan minosiklin etkisine 

nazaran daha az efektif görünmekle beraber lazer aksotomi yardımıyla 

oluşturulan nörodejeneratif modelde de nöronal sağkalımda azımsanmayacak 

kadar etkili olduğu görülmektedir. 

Bu çalışma içerisinde kullanılan yüksek doz olan 100 µM minosiklin 

daha önceki çalışmalarda toksik olarak nitelendirilmiştir (109, 148, 206). 

Matsukawa'nın yapmış olduğu sıçan striatumu kültüründe 100 µM 

minosiklinin sağkalımı %10,5'e kadar düşürdüğü saptanmıştır. Yine 

Pinkernelle'in spinal kord modelinde 100 µM olarak uygulanan minosiklinin 

mikroglial aktiviteyi erken dönemden başlayarak uzun süreli inhibe ettiği, 

migrasyonu önlediği ve hücresel sağkalımı azalttığı kanıtlanmıştır (148). 

Spinal kök avülsiyonu içeren brakiyal pleksus kültürü kullanılarak hazırlanan 

dejeneratif modelli bir çalışmada bile 10 µM minosiklin hücre hayatta kalımını 
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korurken, 100 µM minosiklinin nöron ve astrosit ölümüne yol açtığı ve 

rejeneratif süreçlerin önünü tıkadığını ortaya koymuştur (206). Bu çalışmalara 

paralel olarak aksotomi sonrası 100 µM minosiklin uygulanılan nöronların 

ancak %7,14 hayatta kalabilmiştir. Yüksek doz kullanılan minosiklinin toksik 

etkisi olduğu bu çalışmada da gösterilmiştir.  

Rejenerasyonun ilk basamağı sayılacak hasar sonrası canlılık, 

minosiklinin bu etkisinin kortikal yenidoğan nöronlarda lazer aksotomi 

modeliyle kullanıldığı bu çalışma alanında ilk olmasıyla özgün olmasının yanı 

sıra düşük dozlarda (1 µM ve 10 µM) verilen minosiklinin literatürle uyumlu 

olarak canlılığı hasardan sonra sağladığı ve yüksek dozunun (100 µM) ise 

nörotoksik olduğunu ortaya koymuştur.  

Elde edilen bu veriler ışığında minosiklin kortikal nöronlarda oluşan 

akson dejenerasyonuna karşı hücresel canlılıkta düşük dozlarda nöroprotektif 

olduğunu bu modelde de kanıtlamış olup rejeneratif basamaklar için umut 

verici bir ajan olarak değerlendirilmiştir.   
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8-SONUÇ 

 

Sonuçlar minosiklinin, aksotomi sonrası yenidoğan kortikal hücre kültürüne 

uygulandığında özellikle çok düşük dozlarının (1 µM) nöronal sağkalımı neredeyse 

sağlıklı kontroller oranında (sağlıklı kontrol %75,86, 1µM minosiklin %73,3) 

sağladığı ve rejeneratif süreçlere iyi bir zemin sağladığı söylenebilmekle beraber, 

yüksek doz minosiklinin (100 µM) kortikal nöronlara nörotoksik olduğu (%7,14 

sağkalım) ve rejenerasyon yolunu tıkadığı görülmüştür. 
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Yabancı Dilleri Okuduğunu Anlama Konuşma Yazma 

İngilizce Çok iyi İyi İyi 

İspanyolca Orta Zayıf Zayıf 
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