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Mirtazapin Diyabet Olusturulan Sicanlarin Beyinciklerindeki
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Mirtazapine Partially Ameliorate Damage of the Diabetic Rat Cerebellum
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Ozet: Diabetes mellitus (DM) sistemik bir hastalik olup cesitli organlarda hasara neden olmaktadir. Bu organlar arasinda beyincik
de yer almaktadir. Mirtazapin ise major depresyon tedavisinde kullanilan bir antidepresan madde olup inflamasyon yanitinin
diizenlenmesinde de rol oynamaktadir. Biitiin bu bilgiler 1s18inda, ¢aligmamizda DM olusturulan siganlarin beyinciklerinde
meydana gelen degisiklikleri ve bu degisiklikler tizerine mirtazapinin etkilerini aragtirmay1 amagladik. Calismamizda toplam 21 adet
yetiskin, erkek Sprague Dawley si¢an 3 esit gruba ayrildi (n=7). Kontrol grubuna hicbir uygulama yapilmadi. DM grubundaki
hayvanlara tek doz 55 mg/kg streptozotosin intraperitoneal olarak verilerek DM olusturuldu. Mirtazapin grubuna streptozotosin
uygulamasindan 28 giin sonra, 14 giin boyunca giinde 20 mg/kg mirtazapin gavaj yoluyla uygulandi. Deney sonunda aliman beyincik
ornekleri %10’luk formaldehit ile fikse edildikten sonra rutin doku takip isleminin ardindan alinan kesitlere hematoksilen ve eozin,
krezil viyole boyama teknikleri ve akson rejenerasyonunu belirlemek amaciyla da GAP-43 immiinohistokimyasal boyamasi
uygulandi. Kontrol grubunda beyincikte normal histoloji ile mediillada yiiksek GAP-43 ekspresyonu gozlendi. DM grubunda
Purkinje noronlarinda biiziisme ve bazi alanlarda hiicre 6liimii saptanirken, orta diizeyde GAP-43 immiinoreaksiyonu belirlendi.
Mirtazapin uygulanan grupta ise Purkinje ndronlarmin ve histolojik yapmin kontrol grubuna yakin oldugu gozlenirken GAP-43
ekspresyonunun DM grubuna benzer oldugu saptandi. Sonug olarak, streptozotosinle olusturulan DM siganlarin beyinciginde
ozellikle Purkinje noronlarinda hasara ve mediillada miyelin kaybina yol agmakta ve mirtazapin uygulamasi Purkinje néronlarindaki
hasari azaltmakta, ancak miyelin rejenerasyonunu saglamada belirgin bir etki gostermemektedir.
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Abstract: Diabetes mellitus (DM) is a systemic disease that causes damage to various organs. Among these organs, cerebellum is
also present. Mirtazapine is an antidepressant used in the treatment of major depression also regulating the inflammatory response.
With all this information, we aimed to investigate the effects of DM on rat cerebellum and effects of mirtazapine on DM-induced
cerebellum damage.In our study 21 adult, male, Sprague Dawley rats were equaly divided into 3 groups (n = 7). No treatment was
made to the control group. Animals in the DM group received a single dose of 55 mg/kg streptozotocin intraperitoneally.
Mirtazapine was administered via gavage 20 mg / kg mirtazapine daily for 14 days after 28 days of streptozotocin administration.
After 28 days of streptozotin administration 20 mg / kg mirtazapine was administered to the mirtazapine group via gavage per day
for 14 days. At the end of the experiment, cerebellum specimens were fixed with 10% formaldehyde, following routine tissue
processing hematoxylin-eosin, krezil violet dyeing techniques and GAP-43 immunohistochemical staining made to determine
axonal regeneration. The control group had high GAP-43 expression in medullary with normal histology in the cerebellum.
Moderate GAP-43 immunoreactivity, cell death in some areas and shrinkage of Purkinje neurons was detected in the DM group. In
the mirtazapine group, Purkinje neurons were found to protect normal structures relatively better, while GAP-43 expression was
found to be similar to the DM group. As a result, streptozotocin-induced DM leads to loss of myelin in the brain, especially in
Purkinje neurons damage, and mirtazapine administration, which reduces damage in the Purkinje neurons, but does not have a
significant effect on myelin regeneration.
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Mirtazapin diyabet hasarini azaltmaktadir

1. Giris

Diabetes mellitus viicutta bir¢cok yapisal ve
fonksiyonel bozukluga neden olan ve yaygin
goriilen metabolik bir hastaliktir. Hastaligin
en Oonemli bulgusu kandaki yiiksek glukoz
seviyesidir (1). DM glukoz metabolizmasinin
yaninda lipit ve protein metabolizmasinin da
bozulmasina neden olur. Uzun siireli yiliksek
glukoz seviyesi retinada, bobrekte, kalpte, kan
damarlarinda ve sinir sisteminde geri
doniisiimsiiz hasarlar olusturur (2). Gerek Tip
1 DM ve gerekse de Tip 2 DM’li hastalarda
norofizyolojik testlerde bozulmalar oldugu
gozlenmistir. DM sinir sisteminde periferik
noropati olugturmanin yani sira merkezi sinir
sisteminde (MSS) de hasarlar olusturmaktadir.
Sinir sisteminde hiperglisemiden etkilenen
baslica metabolik yap1 ve fonksiyonlar
noratransmitter metabolizmasi, beyin kan
akimi, kan-beyin bariyeri ve mikrovaskiiler
yataktir. MSS’deki bu degisimler iskemi, felg,
demans, 6grenme ve bellek sorunlarina neden
olabilmektedir (3). DM, MSS’de beyin
disinda, beyincik iizerinde de fizyolojik
gerileme ve yapisal hasarlar olugturmaktadir.
Streptozotosin  ile  olusturulmus DM’li
siganlarin beyinciginde hiicre dejenerasyonu,
gliyal hiicre aktivasyonu ve proinflamatuar
sitokin saliniminda artis ile bir ndrotransmitter
olan glutamat sentezinde azalma oldugu
gosterilmistir. Bu hasar ve degisimlerin DM’li
sicanlarin motor fonksiyonlarinda
bozulmalara neden oldugu gosterilmistir (4,
5).

Mirtazapin, piperazinazepin grubunda yer
alan spesifik, serotoninerjik ve noradrenerjik
bir antidepresandir. Antidepresan olmasinin
yani sira anksiyolitik, hipnotik, antiemetik ve
istah agict1 olarak da kullanilmaktadir.
Mirtazapin, spesifik olarak presinaptik o2
adrenerjik reseptorleri antagonize eder (6).
Son yillarda, g¢esitli deneysel c¢alismalarda
mirtazapinin proinflamatuar sitokin salinimini
ve cesitli dokularda hiicre hasarini azalttigi
gosterilmistir (7).

GAP-43 (growth associated protein 43)
proteini sitoplazmada veya hiicre zarma baglh
olarak bulunabilen, sinir hiicre biiylimesi ve
plastisitesinde rol oynayan yapisal bir
proteindir. Sinir hiicrelerinin rejenerasyonu,
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aksonal biiylime ve fosforile edildiginde
O0grenme sirasinda sinir hiicrelerinde yiiksek
oranda ifade edildigi gosterilmistir (8). Bu
protein susturuldugunda akson ve presinaptik
terminallerde bozukluklar meydana
geldiginden 6liimle sonuglanmaktadir (9).

DM’nin sinir aksonlarinda hasara neden
oldugu bilinmektedir (10). Bu g¢alismada
GAP-43  immiinohistokimya boyamastyla
DM’nin  aksonlarda olusturdugu akson
hasarina karsi mirtazapinin akson iyilestirici
ozelligi olup olmadig1 aragtirilacaktir,

Bu c¢alismada biz DM olusturulan si¢anlarin
beyinciklerinde meydana gelen sinir hiicresi

hasarlarma karsi mirtazapinin  koruyucu
etkilerini ve GAP-43 proteini ifadesini ne
sekilde degistirdigini  histokimyasal ve
immiinohistokimyasal  olarak incelemeyi
amagcladik.
2. Gereg¢ ve Yontem
Deney hayvanlar
Aragtirmamizda 2-3 aylhk, 250-300 ¢

agirliginda, toplam 21 adet erkek Sprague-
Dawley tirii sican kullanildi.  Siganlar,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve
Cerrahi Arastirma Merkezi’'nden saglandi.
Hayvanlara yapilacak uygulamalar i¢in ayni
tiniversitenin Hayvan Deneyleri yerel Etik
Kurulu’ndan onay alindi. Hayvanlar, 12 saat
aydinlik/12 saat karanlikta ve 25+2 °C’de,
igme suyu ve standart hazir yeme serbestce
ulasabilecekleri kafeslerinde barindirildilar.
Ortama aligsma siiresi olarak gecen 14 gilinden
sonra her birinde 7 sican olacak sekilde
rastgele 3 gruba ayrildilar.  Kontrol
grubundaki hayvanlara hicbir uygulama
yaptlmadi. DM grubundaki hayvanlara 55
mg/kg streptozotosin (Sigma, Darmstadt,
Almanya) tek doz olarak ve 0.1 mol/L sitrik
asit tamponu (pH=4.5) igerisinde ¢oziilerek
intraperitoneal (i.p.) olarak verildi.
Streptozotosin uygulamasindan 72 saat sonra,
12 saatlik agliga birakilmis sigcanlarin kan
glukoz diizeyi kan sekeri Ol¢liim cihazi (Life
Check compact (TD, Tail Doc Technology
Corporation, Taiwan) ile kuyruk wveninden
alman bir damla kanda ol¢iildi. Glukoz
diizeyi 280 mg/dL ve iizerinde saptanan
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siganlarda DM meydana geldigi kabul edildi
(11). DM + mirtazapin grubundaki hayvanlara
ilk 6nce DM grubundaki uygulamanin aynis1
yapilarak DM gelismesi saglandi. Bu
hayvanlara streptozotosin enjeksiyonundan 4
hafta sonra 14 giin siireyle 20 mg/kg/giin
mirtazapin (Repedra, Mustafa Nevzat Ilag
San. Istanbul, Tiirkiye) 2 mL % 0.9 serum
fizyolojik icerisinde ¢oziindiirlilerek gavaj ile
uygulandi (12). Deney sonunda tiim si¢anlara
intramiiskiiler ketamin (45 mg/kg) ve ksilazin
(50 mg/kg) karisimi enjekte edilerek Gtenazi
gerceklestirildi.

Genel histolojik inceleme

Hayvanlarin beyincikleri dikkatlice
cikarildiktan  sonra  %10'luk  tamponlu
formaldehit icerisinde 24 saat siireyle tespit
edildi. Daha sonra olagan histolojik

islemlerden gecirilerek parafin bloklar elde
edildi. Bloklardan 5 pm kalinliginda kesilerek
poli L-lizinli lamlarin {izerine alinan kesitler
hematoksilen-eozin ~ ve  krezil  viyole
boyamalar1  yapilarak  genel histolojik
inceleme icin Olympus BX 51 mikroskobu
altinda degerlendirildi. Mikroskoba monte
edilmis DP-70 sayisal kamerayla goriintiiler
elde edildi.

GAP-43 immiinohistokimyasal incelemesi

Ayni kalinlikta (5 pm) alinan kesitler, parafin
giderme islemi icin 2 kez 15 dakika ksilolde
birakildiktan sonra sirastyla %100, %96 ve
%80’lik etil alkollerin her birinde 10’ar
dakika tutuldu. Her birinde 5’er dakika olmak
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tizere 2 kez distile sudan gegcirilen kesitlere 15
dakika %3’liik hidrojen peroksit uygulanarak
endojen peroksit aktivitesi bloke edildi ve
fosfat tamponlu tuz (PBS) ile 3 kez 3’er
dakika yikandi. Kesitlere Ultra V blok
soliisyonu uygulanarak 10 dakika
bekletildikten sonra yikanmadan {izerine
GAP-43 (sc-17790, Santa Cruz, USA) primer
antikoru eklenip bir gece +4 °C’de bekletildi.
Ardindan oda 1sisina alinan kesitler PBS ile
yikanip iizerine biyotinli sekonder antikor
eklenerek 10 dakika ve tekrar PBS ile yikanip
streptavidin-peroksidaz enzim kompleksinde
yine 10 dakika bekletildiler. Daha sonra PBS
ile yikanip kromojen AEC uygulanarak gozle
goriilebilen immiin tepkimenin ortaya ¢ikmasi
saglandi. Hematoksilen ile ¢ekirdek boyamasi
yapildiktan sonra lamlar kapatilarak yukarida
belirtilen mikroskop altinda incelenerek
uygun goriintiiler alindr.

3. Bulgular
Histolojik bulgular

Kontrol
korteks
gorinim

grubuna ait Kkesitlerde beyincik
ve mediillasinda tipik histolojik

izlendi.  Ozellikle  korteksteki
Purkinje néronlarinin  normal sekil ve
boyanma  Ozelliklerine  sahip  olduklan
goriildii. DM grubuna ait kesitlerde Purkinje
noronlarinin  biiziiserek yogunlasip normal
sekillerini kaybettikleri saptandi. Mirtazapin
uygulanan gruba ait Kkesitlerde ise Purkinje
noronlarinin  ¢ogunun normal sekil ve
boyanma o&zelliklerinde olduklar1 gdzlendi
(Sekil 1 ve 2).
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Sekil 1. Sicanlarin beyincik kesitleri goriilmektedir. Kesitler hematoksilen-€0zin ile boyanmugstir. A:
Kontrol grubunda ii¢ tabakali tipik beyincik korteksi ve Purkinje néronlart (ok) gériilmektedir. B: DM
grubunda sekilleri bozulmus ve yogunlasmis Purkinje noronlari (ok) gozlenmektedir. C: Mirtazapin
uygulanan grupta Purkinje néronlarmin (ok) sekil ve boyanma ézelliklerinin kontrol grubundakilere
benzer oldugu izlenmektedir. Cubuklar A, B ve C’de 50 umdir.
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Sekil 2. Sicanlarin beyincik kesitleri goriilmektedir. Kesitler krezil viyole ile boyanmigtir. A: Kontrol
grubunda ii¢ tabakall beyincik korteksinde tipik Purkinje noronlart (ok) goriilmektedir. B: DM grubunda
sekilleri bozulmus ve yogunlagsmis Purkinje noronlart (ok) goriilmektedir. C: Mirtazapin uygulanan
grupta Purkinje noronlarimin (ok) sekil ve boyanma ozelliklerinin kontrol grubundakilere benzer oldugu
izlenmektedir. Cubuklarin hepsi 20 um’dir.

GAP-43 immiinohistokimyasi bulgulari
Her ii¢ grupta da GAP-43 ifadesi gozlendi. DM grubunda kontrole gére GAP-43 ifadesinin

daha az oldugu tespit edildi. Mirtazapin uygulanan grupta ise GAP-43 ifadesinin DM grubuna
benzer oldugu goriildii. (Sekil 3).
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Sekil 3. Sicanlarin beyincik kesitleri goriilmektedir. Kesitler GAP-43 ile immiinohistokimyasal olarak
boyanmistir. Her ii¢ kesitte de pozitif boyanmanin sadece mediilla (ok) bélgesinde oldugu dikkati
cekmektedir. A: Kontrol grubunda yogun pozitif boyanma, B: DM grubunda orta derecede boyanma ve
C: Mirtazapin uygulanan grupta boyanmanmin DM grubuna benzer oldugu goriilmektedir. Cubuklarin

hepsi 100 um dir.

4. Tartisma

DM dokularda insiilinin azhigi sonucunda komplikasyonlara yol ag¢maktadir. Kronik
ortaya cikan ve kandaki yiiksek glukozla komplikasyonlar DM’nin kalici ve tedavisi
karakterize en Onemli endokrin sistem oldukga zor olan hastaliklarindan sorumludur.
hastaliklarindan birisidir. DM akut ve kronik ~ Kronik — komplikasyonlarda DM  damar
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sisteminde tutulum gosterir (13). DM, gelisme
sekli dikkate alindiginda, Tip 1 (%5-10), Tip
2 (%90-95) ve diger tipler seklinde
simiflandirilmaktadir. Tip 1 ve 2 DM’de
goriilen kronik komplikasyonlar benzerdir
(14). DM’li hastalarin  %45-50’sinde agri,
ekstremitelerde giic kaybi ve hareketlerde
kisitlanma gibi yakinmalarla kendini gdsteren
noropati  gelisebilir. Deneysel ve klinik
diyabetik noropatilerde MSS ve periferik sinir
sisteminde (PSS) yapisal ve fizyolojik
bozulmalar goriilebilir (15). PSS’de aksonal
bozulma, rejenerasyon kapasitesinde
gerileme, sinaps fizyolojisinde bozulma, el ve
ayaklarda uyusmayla sonuglanan duyu kaybi
goriilebilmektedir. Belirli entelektiiel ve bilgi
isleme yeteneklerinde bozulma, demans veya
Alzheimer hastalifina neden olabilecek
biligsel ve bellek bozukluklart DM’nin
MSS’de meydana getirdigi degisimlerdir (16).

Beyincik  motor  koordinasyon,  duyu
modiilasyonu, duyusal algi ve ayirt etmeden
sorumlu MSS organlarindan birisidir. Klinik
ve deneysel calismalar beyincigin saglikli ve
DM’li bireyler arasinda farklilik gdsterdigini
ve beyincikle iligkili ndrolojik fonksiyonlarin
bozuldugunu gostermistir (17-20). Beyincikte
bulunan ndron, norogliya ve aksonlar kanda
bulunan yiiksek glukoz diizeyinden birincil
olarak etkilenmektedir. DM bir¢ok hiicrede
oldugu gibi beyincik hiicrelerinde de oksidatif
stresi arttirmaktadir. Oksidatif stres hiicre
icerisindeki inflamasyon ve hiicre oOliimil
yolaklarini aktif duruma getirmektedir (21).
Mikrovaskiiler bozulmalar DM nin beyincikte
gergeklestirdigi hasarlarin nedenleri
arasindadir. DM’nin beyincik ve beyin
merkezlerinde noron, norogliya
(oligodentrosit anormallikleri gibi) ve akson
(norofilamanlarin parcalanmasi gibi)
dejenerasyonu olusturdugu, beyin ve beyincik
parankiminde perivaskiiler ve mitokondriyal
sismeye neden oldugu, ayrica DM’li
hayvanlarin  depresif duygu durumunda
olduklar1 gosterilmistir (10). Bu caligmadan
elde ettigimiz  beyincigin  gangliyoner
tabakasinda bulunan Purkinje néronlarinin
biizligerek yogunlagmasi gibi histopatolojik
bulgular Herndndez ve ark.’min bulgularina
benzerdi (10).
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DM’nin erken donem tamisinda GAP-43
boyamasinin yeni bir ydntem olabilecegini
aragtiran Bursova ve ark.’larn  DM’li
hastalardan aldig1 deri 6rneklerinde GAP-43
ifadesinin diisiik oldugunu ve bu sonucun
DM’nin erken tanisinda kullanilabilecegini
gostermislerdir. (22). GAP-43
immiinohistokimya bulgularimiz Bursova ve
ark.’larmin bulgularma paralel bir sekilde
kontrole gére DM grubunda GAP-43
ifadesinin distiigli, tedavi edici ajan olarak
kullandigimiz mirtazapinin GAP-43
boyanmasi acisindan DM grubuna benzedigi
ve mirtazapinin sinir  rejenerasyonunda
herhangi bir etkisi olmadig1 saptandi.

Giin gectikge DM hastalarinin sayisinda ciddi
bir artis goriilmekte ve 2030’lu yillarda bu
sayinin 370 milyona ulasacagi
ongoriilmektedir. Bu tarihte Tiirkiye'de DM’li
hasta sayisinin 6.5 milyon kisi olacagi tahmin
edilmektedir (23). Bu tahminler DM’nin
Onlenmesi ve tedavisi icin daha ¢ok deneysel
ve klinik arastirma yapilmasini
gerektirmektedir. DM tedavisinde cesitli
ilaclar gelistirilmis olsa da gerek mevcut
ilaclarim  dejeneratif —multiorgan  etkileri
gerekse  ilaglarin  hasta  beklentilerini
karsilayamamasi, arastirmacilart  alternatif
tedavi ajanlar1 bulmaya yonlendirmektedir.
Kan glukoz seviyesinin diisliriilmesi ve
yiiksek glukozun yol actigi oksidatif stresin
durdurulmasinin DM’nin tedavisinde sonuca
ulasacak asil yollar oldugu ileri siiriilmektedir.
Diger yandan, DM kronik bir hastalik olmasi,
kiside pek c¢ok ek saglik sorunlarini
beraberinde  getirmesi  ve  hastaligin
kontroliiniin genelde zor olmasi nedeniyle
hastalarin depresyona girmesine de yol
acabilmektedir. Aslinda major depresyonun
tedavisinde kullanilan bir antidepresan olan
mirtazapinin son yillarda antioksidan ve

antiinflamatuar etkilerinin de bulunmasi
DM’nin tedavisinde faydali olabilecegi
diislincesini  giindeme getirmistir. (24-27).

Mirtazapinin doza bagiml bir sekilde sisplatin
kaynakli oksidatif stresi azalttig1 gdsterilmistir
(28). Ayrica, serotoninerjik aktiviteyi ve
immiin  yamiti  arttirmasiyla  farelerde
antitimoral etki gosterdigi bildirilmistir (29).
Bu ¢alismamizda biz DM olusturduktan sonra
14 giin siireyle 20 mg/kg/giin mirtazapin
uyguladik ve beyincikteki Purkinje noron
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hasarimin  azaltilabildigini, ancak miyelinli
liflerin bulundugu mediiller bolgede GAP-43
ifadesinin kontrole gdére daha az oldugu
gosterildi. Boylece, ¢alismamizda mirtazapin
kismi bir koruma saglamistir. Bu durum
mirtazapinin dozu ve uygulama siiresiyle ilgili
olabilecegi gibi secilen hayvan tiiriinden de
kaynaklanabilir. Calismamizda mirtazapinin
sadece 20 mg/kg dozunda kullanilmis olmasi
daha gegerli bir sonuca ulasmamizi olumsuz
etkilemis olabilir.

KD
0‘0

yoktur.

Streptozotosinle olusturulan DM siganlarin
beyinciginde O6zellikle Purkinje ndronlarinda
hasara ve mediillada miyelin kaybina yol
acmakta ve mirtazapin uygulamasi Purkinje
noronlarindaki  hasar1 azaltmakta, ancak
miyelin rejenerasyonunda belirgin bir etki
gostermemektedir. Mirtazapinin farkl
dozlarinin  denenecegi ve biyokimyasal
Olciimlerin de yapilacag ileri caligmalara
gereksinim vardir ve bu tarz calismalar
DM’de mirtazapinin etkilerinin daha genis bir
bicimde ortaya konulmasini saglayabilir.

Calismamizda herhangi bir finansal destek kullanilmamis olup yazarlar arasinda ¢ikar gatismasi
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