Aragtirma Makalesi / Research Article

Diyabetik Noropati Olusturulmus Sicanlarda Mirtazapinin Antinosiseptif Etkisi
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6z
Amag: Diyabet olusturulmus siganlarda gelisen néropatik agrida, mir-

tazapinin antinosiseptif etkisinin ve bu etkinin mekanizmasinin arasti-
rilmasidir:

Yontem: Deneyler Sprague Dawley tlri siganlarda hot-plate testi
kullanilarak yapildi. Kontrol élgtimleri elde edilen siganlara intra-
peritoneal yolla streptozotosin (STZ) uygulandi. Uygulamadan 3
glin sonra kuyruk veninden alinan kanda glukoz dizeyi 240 mg/
dL ve tzerinde tespit edilen sicanlar diyabetik kabul edildi. Ug
hafta sonra ikinci hot-plate testi uygulandi. Bu test &l¢imlerinde
kontrol dlgtimlere gére %20 ve Ustlinde azalma gérilen siganlar-
da néropati gelistigi varsayildi. Néropati gelisen sicanlara ilag veya
ilag kombinasyonlari (mirtazapin (5, 10 ve |5 mg/kg), nalokson
(opioiderjik antagonist), metergolin (serotonerjik antagonist) ve

ABSTRACT

Introduction: To evaluate the antinociceptive effect of mirtazapine
and the mechanisms mediating this effect in neuropathic pain in rats
with diabetes.

Methods: The experiments were performed in Sprague Dawley rats
using a hot-plate device. Streptozotocin (STZ) was administered to
the rats after taking control measurements. Rats with a blood glucose
level of 240 mg/dL or above in the blood specimen obtained from
the tail vein 3 days after STZ administration were considered as
being diabetic. Three weeks after STZ administration, the hot-plate
test was performed. Compared with the control measurements,
rats that exhibited >20% decrease in the second hot-plate test
measurements were considered to have developed neuropathy.
Drugs [mirtazapine, naloxone (opioidergic antagonist), metergoline
(serotonergic antagonist), and BRL44408 (adrenergic antagonist)] and

BRL44408 (adrenerjik antagonist) uygulanarak 3. hot-plate testi
yapildi.

Bulgular: Mirtazapin 10 mg/kg ve |5 mg/kg dozlarinda anlamli olarak
antinosiseptif etkiye yol agti. Nalokson, metergolin ve BRL44408 tek
baslarina uygulandiklarinda anlamli bir antinosiseptif etki olusmadi. Di-
ger yandan bu ilaglarin mirtazapin (15 mg/kg) ile kombinasyonu onun
antinosiseptif etkisini anlamli olarak azalttr.

Sonug: Diyabetik néropatide, mirtazapinin belirgin bir antinosiseptif
etkinlik gésterdigi ve bu etkide opioiderjik, serotonerjik ve adrenerjik
sistemin rol aldigi séylenebilir.

Anahtar kelimeler: Nosisepsiyon, diyabetik néropati, mirtazapin

drug combinations were administered to those rats that developed
neuropathy. After administrating the drugs or drug combinations, the
third hot-plate test was performed.

Results: Mirtazapine at doses of 10and |5 mg/kg exhibited a significant
antinociceptive effect. Naloxone, metergoline, or BRL44408 alone
did not cause an antinociceptive effect. However, combinations of
these drugs with mirtazapine (15 mg/kg) significantly decreased the
antinociceptive effect of mirtazapine.

Conclusion: It is suggested that mirtazapine has a significant
antinociceptive effect in diabetic neuropathy and that opioidergic,

serotonergic, and adrenergic systems have roles to play in this effect.

Keywords: Nociception, diabetic neuropathy, mirtazapine

GIRIS

Diyabetin kronik komplikasyonlarindan biri olan ve hastalarin glinltik yasam aktivitelerini belirgin olarak etkileyen diyabetik néropati, diyabet tani-
sinizleyen 20 yil igerisinde hastalarin yaklasik yarisinda ortaya gikmaktadir (1). Néropati tedavisinde trisiklik antidepresanlar (amitriptilin), selektif
serotonin geri alim inhibitdrleri (fluoksetin), antiepileptikler (karbamazepin, fenitoin), venlafaksin, amantadin, tramadol, oksikodon, gabapentin,
bupropion ve kapsaisin gibi farkli ilaglar kullanilmaktadir (1). Mirtazapin diger antidepresanlardan farkli etki mekanizmasina sahip olan yeni bir
antidepresandir. Diger antidepresan ilaglara gére ciddi yan etkileri daha azdir (2).

Mirtazapin hem merkezi sinir sisteminde hem de periferik sinir sisteminde presinaptik a-2 adrenoreseptdrleri bloke eder, a- | adrenoreseptér-
lere afinitesi ise dstktlr. Ayrica zayif olarak serotonin-1 (5-hidroksitriptamin-1, 5-HT-1) ve glicli olarak 5-HT-2 ve 5-HT-3 reseptérlerini bloke
eder. Diger yandan noradrenalin geri alimini etkilemez ve B-adrenerjik reseptdr alt tiplerini Snemli derecede bloke etmez (2).

Mirtazapin, dislik yan etki profili nedeniyle diyabetik néropati tedavisinde iyi bir alternatif olabilir. Sunulan bu galismada mirtazapinin diyabetik
néropati olusturulmus sicanlar Uzerindeki antinosiseptif etkisi ve bu etkide opioiderjik, serotonerjik ve adrenerjik sistemin rold arastirimistir.
Opioiderjik sistemin rollnd arastirmak igin nalokson kullaniimistir. Nalokson kompetitif opioid . (mi) reseptér antagonistidir. Opioidlerin tok-
sisitesine bagli solunum depresyonunu ortadan kaldirir (3). Serotonerjik sistemin roliind arastirmak icin non selektif serotonin reseptér antago-
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nisti olan metergolin (4) ve adrenerijik sistemin rolinl arastirmak igin a-2a
adrenerjik reseptdr antagonisti olan BRL44408 kullanilmistir (5).

YONTEM

Bu calisma hayvan deneyleri yerel etik kurulu tarafindan onaylanmistir. Ca-
lismada Sprague-Dawley tlri 170-225 gr agirligindaki siganlar kullanildi.
Siganlar her grupta 4 erkek ve 4 disi sican olmak lzere || gruba ayrildi.
Siganlar 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik 1sik déngtstinde, 20°C oda si-
cakliginda ve %50-60 nem ortaminda barindirildi, standart pelet yem ve su
ile beslendi. Sicanlar ortam sartlarina alisabilmeleri icin deneylerden | saat
dnce deney ortamina getirildi.

Sensorimotor Performans

Deneye alinacak siganlarin motor aktivitesinin tespiti igin rota-rod testi kul-
lanildi. Motor aktivitenin yeterliligi rod tzerinde minimum 120 sn kalabilme
seklinde belirlendi.

Nosiseptif Test (Hot-plate Testi)

Hot-plate cihazinin tablasi 52,5°C'ye getirildikten sonra, sican tablaya konul-
du. Tablaya birakilmasindan itibaren sicanin arka ayagini salladigi veya hizla
cektigi ana kadar gegen siire bir kronometre ile &lglldd.

ilaglar ve Kimyasal Maddeler

Streptozotosin (STZ; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve nalokson (Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) serum fizyolojik (sf) igerisinde, mirtazapin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) % 10'luk polietilenglikol icerisinde, me-
tergolin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve BRL44408 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, ABD) ise %10'luk etil alkol igerisinde ¢6zUldu. Solisyonlar
uygulamadan hemen &nce hazirlandi ve 0,3-0,45 mL hacminde intraperito-
neal (i.p.) yolla enjekte edildi.

Deneysel islemler

Deneyin ilk asamasinda sicanlarin bazal hot-plate testi dl¢limleri yapildi.
Mirtazapin, diyabet olusturulmadan énce 5, 10 ve 15 mg/kg dozlarinda
uygulandi. Daha sonra diyabet olusturmak icin, sicanlara 50 mg/kg STZ
ip. yoldan enjekte edildi (6,7). Ug ila 5. giinlerde kuyruk veninden alinan
kan érneginden glukoz dizeyi bir glukometre cihazi (Accu-chek Active)
ile olglldu. Kan glukoz diizeyi 240 mg/dl ve Uzeri olan sicanlar diyabetik
olarak kabul edildi.

Ug haftalik bekleme periyodundan sonra, diyabetik néropatiye bagli
hiperaljezi gelisip gelismedigini kontrol etmek igin ikinci hot-plate testi
Slgtimleri yapildi. Bu 6lcim degerleri bazal degerlere gére %20 azalmig
olan sicanlarda hiperaljezi gelistigi kabul edildi. Hiperaljezi gelismis siganlara
deney gruplarina 6zgti ilaglar uygulandr (Tablo 1). ilag uygulamalarindan 30
ve 60 dakika sonra hot-plate testi yapild.

istatistiksel Analiz

Shapiro-wilk testi ile gruplar arasindaki normallik degerlendirildi. Veriler
normal dagildigi icin, gruplar arasindaki farklilik varyans analizi ile deger-
lendirildi. Diger 10 grubun antinosiseptif 6lgim degerleri kontrol grubuyla
kiyaslanirken dunnet testi kullanildi. Anlamli gikan grup igi degerlerin ikili
kiyaslamasinda ise eslestirilmis t-testi kullanildi. P<0,05 anlamli olarak kabul
edildi.

BULGULAR

STZ Uygulamasina Bagh Etkiler

STZ uygulanan sicanlarin yaklasik %75'inde hiperglisemi (diyabet) gelisti.
Bu siganlarin diyabet sonrasi viicut agirliklari diyabet éncesine gore anlamli
derecede distkti (p<0,05; Tablo 2). Sadece STZ enjekte edilen grubun
hot-plate testi degerlerinde kontrol grubuna gére anlamlilik bulunmadi
(Sekil 1. STZ enjeksiyonundan 3 hafta sonra elde edilen hot-plate testi
degerleri, enjeksiyondan &nceki degerler ile karsilastirildiginda ortalama
olarak yaklasik 920 oraninda azaldi. Bu da sicanlarda hiperaljezi gelistiginin

12 bir géstergesi olarak kabul edildi (p<<0,05; Tablo 3).
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Mirtazapin ve Antagonistlerin Etkileri

Rota-rod cihazinda yapilan testlerde, ilaglarin lokomotor aktivitede bozukluga
yol agmadig) gézlendi (Tablo 4). Mirtazapin (10 ve 15 mg/kg) hentiz diyabet
olusturulmamis sicanlarda anlamli olarak antinosiseptif etkiye yol agti (p<0,05;
Sekil 2). Mirtazapin (15 mg/kg) diyabetik ndropatiye bagl hiperaljezi gelismis
siganlarda da anlamli olarak antinosiseptif etkiye yol acti (p<0,05; Sekil 3).
Nalokson, metergolin ve BRL44408 mirtazapinin (15 mg/kg) antinosiseptif
etkisini anlamli olarak inhibe etti. Ancak kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman
mirtazapin ve diger ilaglarin kombinasyonu yine de antinosiseptif etki gésterdi
(p<0,05; Sekil 4). Bu ilaglar tek baslarina uygulandiklarinda kontrol grubuna
gore farkli bir etki olusturmadilar (Sekil 5). Metergolinin ¢oztlmesinde kulla-
nilan polietilenglikol ve BRL44408'in ¢dzllmesinde kullanilan etil alkolin tek
baglarina uygulanmasi da kontrol grubundan farkli bir etki olusturmadi (Sekil 6).

TARTISMA

Bu calismada STZ ile diyabetik néropati olusturulan siganlarda mirtazapinin
antinosiseptif etkisi arastirilmistir. Literatlrde STZ'nin diyabet olusturma
orani verilmemekle birlikte hemen hemen biitiin galismalarda diyabet gelis-
meyen vakalarin oldugu bildiriimektedir (8,9).

Tablo I. Hiperaljezi gelisen sicanlara uygulanan ilaglar ve dozlari

Hiperaljezi
Deney . gelisen
gruplari llaglar ve dozlari sigan sayisi
Grup | Kontrol (sf) 4
Grup 2 Mirtazapin 5 mg/kg 5
Grup 3 Mirtazapin 10 mg/kg 4
Grup 4 Mirtazapin 15 mg/kg 6
Grup 5 Nalokson | mg/kg 4
Grup 6 Metergolin 2 mg/kg 5
Grup 7 BRL 44408 4 mg/kg 4
Grup 8 Mirtazapin 15 mg/kg + Nalokson | mg/kg 6
Grup 9 Mirtazapin 15 mg/kg+ Metergolin 2 mg/kg 5
Grup 10 | Mirtazapin 15 mg/kg + BRL 44408 4 mg/kg 4
Grup |l Streptozotosin 50 mg/kg 4

Sf: Serum fizyolojik

Tablo 2. Siganlara STZ enjeksiyonundan dnce ve sonra (3 giin) venz
kanda 6lgilen glukoz degerleriile STZ enjeksiyonundan énce ve 21 giin
sonra hayvanlarin viicut agirliklari

STZ 6ncesi STZ sonrasi
(OrttSH) (OrttSH)
Kan glukoz dizeyi (mg/dL) [15£1,12 384+1,23%
Agirlik (gr) 186+1,24 [45+1,35%

*p<0,05. STZ: streptozotosin; Ort: ortalama; SH:standart hata

50~
40

301 O 30.dk

204 | 60. dk
10

0

Saniye

Kontrol ' STZ
llaglar

Sekil 1. Hot-plate testinde STZ'nin nosiseptif etkisinin, kontrol grubuyla
karsilastirmasi

*Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi
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Tablo 3. STZ dncesi ve 3 hafta sonrasi hot-plate Slgim degerleri

Hot-plate degerleri(sn)

Grup (OrtxSH)
STZ éncesi 214321
STZ sonrasi | 742,43%

#p<0,05. Ort: ortalama; SH: standart hata; STZ: streptozotosin

Tablo 4. ilaclarin sensorimotor performans tizerine etkileri

Rod uizerinde 2 dk
durabilen hayvan

Grubun rod ilizerinde
durabildigi siire (sn)

ilag (mglkg) yiizdesi (OrttSH)
Kontrol 100 120+ 1,8%
Mirtazapin 5 100 120+£0%*
Mirtazapin 10 97 [18+1*
Mirtazapin 15 91 [17+3%
Nalokson | 100 120+0*
Metergolin 2 98 | 19+2,5%
BRL44408 4 94 [1243,1*

*Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Ort: ortalama; SH: standart hata

Diyabetik néropati, diyabetin sik gérilen komplikasyonlarindan birisi olup
hastalarin yasam kalitesini distirmektedir. Diyabetik ndropati gelismis has-
talarda termal, kimyasal ve mekanik hiperaljezi gézlemlendigi bildirilmekte-
dir (10). STZ ile olusturulmus deneysel diyabette termal hiperaljezi gelisimi
konusunda literattirde farkli gérisler vardir. Bazi arastirmacilar deneysel
diyabette termal duyarliikta bir degisiklik olmadigini savunurken, digerleri
termal hiperaljezinin gelistigini ileri sirmektedirler (10,1 1). Sunulan bu ¢a-
lismada ise hot-plate testi ile diyabetik sicanlarda gelisen termal hiperaljezi,
diyabetik néropatinin bir géstergesi olarak kabul edildi. Literattirde deney-
sel diyabetik néropatinin, STZ ile diyabet gelisimini takiben 2 veya 3 hafta
icerisinde olustugu gosterilmistir (12). Bu ¢alismada da yaklasik 3 hafta son-
ra diyabetik néropati gelisimi tespit edildi. Bilindigi gibi hayvan deneylerinde
agri Slglimui bir nosiseptif uyaran verilerek yapilmaktadir. Bu uyaran termal,
mekanik veya kimyasal nitelikte olabilmektedir. Bomholt ve ark. (13) yaptigi
bir calismada farkli agri modelleri kullanilarak antidepresan ilaglarin antinosi-
septif etkileri degerlendirilmistir. Amitriptilin, duloksetin, mirtazapin ve sita-
lopram bir akut agri modeli olan kuyruk ¢ekme testinde etkisiz bulunmus-
tur, diger yandan duloksetin ve mirtazapin, hot-plate testinde anlamli bir
antinosiseptif etki gdstermistir. Bu ylizden sunulan bu galismada hot-plate
testinin kullaniimasi tercih edilmistir.

Sunulan bu galismada, mirtazapinin siganlarda belirgin bir antinosiseptif
etkinligi oldugu gosterilmistir. Mirtazapin, 5 ile 15 mg/kg doz araliginda,
doza bagimli bir antinosiseptif etkinlik gdstermistir. Schreiber ve ark. (14)
hot-plate testi ile farelerde yaptiklari galismada, mirtazapin 10 mg/kg do-
zunda antinosiseptif etkinlik gésterirken, 15 mg/kg dozunda kismen etkisiz
bulunmustur. Aradaki bu farklilik kullanilan hayvan tiiriine bagli olabilir.

Mirtazapin ile olusturulan antinosiseptif etki nalokson [opioiderjik sis-
tem katiimi; (14,15)], metergolin (serotonerjik sistem katiimi; 14) ve
BRL44408 [adrenerjik sistem katilimi; (14,16)] ile kismen antagonize edil-
mistir. Bizim sonuglarimizla uyumlu olarak Schreiber ve ark. (14) mirtaza-
pinin antinosiseptif etkisine opioiderjik, serotonerjik ve adrenerjik siste-
min aracilik ettigini 6ne stirmuslerdir. Siganlarda yapilan bazi galismalarda
nalokson antinosiseptif etkinlik goéstermistir (17,18). Bizim calismamizda
ise nalokson tek basina uygulandiginda antinosiseptif etki géstermezken,
I'5 mg/kg mirtazapin ile birlikte uygulandiginda bu ilacin antinosiseptif et-
kinligini anlamli derecede azaltmistir Bu da mirtazapinin analjezik etkisinin
kismen opioiderjik sistem araciligl ile oldugunu dustindirmektedir. Litera-
tlrde iki calismada antidepresanlarin opioid reseptorleri lzerinde dogru-
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Sekil 3. Mirtazapinin (15 mg/kg) hot-plate testinde, diyabetik néropatiye bagl
hiperaljezi gelisen (D) ve normal siganlarda antinosiseptif etkisi
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Sekil 4. Diyabetik sicanlarda hot-plate testinde, mirtazapinin 30 ve 60. dakikalar-
daki antinosiseptif etkisine nalokson, metergolin ve BRL44408'in etkisi
*Mirtazapin |5 mg/kg kontrol grubuyla karsilastirildiginda antinosiseptif etki gosterdi (p<0,05)

**Nalokson, metergolin ve BRL44408 mirtazapinin (15 mg/kg) antinosiseptif
etkisini inhibe etti (p<0,05)

dan etkilerinin oldugu ve analjezik etkilerine kismen opioid reseptérlerinin
aracilik ettigi 6ne surtlmuistir (19,20). Bir trisiklik antidepresan ilag olan
klomipramin'in antinosiseptif etkisinin opioid reseptér antagonistleri olan
nalokson ve naltrekson ile bloke edilmesi de bu énerilere kanit olarak
gosterilmektedir (21). Daha 6nce yapilan bircok calismada yeni nesil an-
tidepresanlarin antinosiseptif etki mekanizmalari arastirilmistir (17,18,22).
Bu antidepresanlarin ¢ogu, analjezik etki géstermeyen dozdaki opioidlerle
birlikte uygulandiklarinda, bu ilaglarin etkilerini artirmiglardir. Benzer sekil-
de bir serotonin (gliglti), noradrenalin (orta) ve dopamin (zayif) geri alim
inhibitodri olan venlafaksin, antinosiseptif etkisini hem opioiderjik hem de
adrenerijik sistem araciligiyla gdstermektedir (23). Tim bu ¢alismalarin ve
bizim galismamizin bulgulari mirtazapinin antinosiseptif etkisinde opioider-
jik sistemin rol aldigina isaret etmektedir.
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Sekil 5. Diyabetik sicanlarda hot-plate testinde nalokson, metergolin ve
BRL44408'in antinosiseptif etkisi (30 ve 60 dakika sonra)
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Sekil 6. Polietilenglikol ve etil alkoliin hot-plate testinde alinan 6lglim degerleri-
nin kontrol (sf) grubu ile karsilastirmasi

*Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi

Mirtazapin, selektif olarak 5-HT2 ve 5-HT3 tipi serotonin reseptérleri, oto
ve heteroadrenoreseptdrleri bloke etmek suretiyle serotonerjik ve adrener-
jik nérotransmisyonu artirir (2). Net etki post-sinaptik 5-HT | tipi serotonin
reseptdrlerinin uyariimasidir. Sunulan bu calismada, metergolin tek bagina
antinosiseptif etki gdstermezken mirtazapin ile birlikte uygulandiginda bu ila-
ain antinosiseptif etkisini anlamli derecede azaltmistir. Serotonerjik n&ronlar
adrenerjik ndronlarla birlikte beyin sapindan dorsolateral funikulus boyunca
omurilige inerek (inici inhibitor yolak) arka boynuzda sonlanir Burada ag-
rinin moddlasyonunda rol alirlar. Bu olay serotonin ve adrenerjik reseptér
antagonistleri tarafindan tersine cevriimektedir (4). Metergolin mirtazapinin
nosiseptif etkisini bahsedilen bu mekanizma ile bloke etmis olabilir

Sunulan bu ¢alismada, mirtazapinin antinosiseptif etki mekanizmasinda opio-
derjik ve serotonerjik sistemden bagka adrenerjik sistemin de rold arastirildi.
a-2 adrenerjik reseptdr antagonisti bir ilag olan BRL44408 tek basina anti-
nosiseptif etki gdstermezken mirtazapinle birlikte uygulandiginda bu ilacin
antinosiseptif etkisini anlamli olark bloke etti. Bu durum mirtazapinin anti-
nosiseptif etkisinde adrenerijik sistemin de roltiniin oldugunu distindirmek-
tedir. Schreiber ve ark. da (14) mirtazapinin farelerdeki nosiseptif etkisinde
opioiderjik ve serotonerjik sisteme ek olarak noradrenerijik sistemin de rolu-
nln oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde trisiklik antidepresanlar tarafin-
dan olusturulan analjezinin a-2 adrenerjik reseptér antagonisti RX 821002
tarafindan ortadan kaldirildig bildirilmistir (24). Ghelardini ve ark. da (25) fa-
relerde abdominal kasilma ve hot-plate testi ile yaptiklari galismanin sonunda
trisiklik antidepresanlar tarafindan olusturulan antinosisepsiyonun rezerpin
(adrenerijik sinir uglarindan noradrenalin salinimini azaltan bir ilag) ve bir a-2
adrenerjik reseptdr antagonisti olan yohimbin tarafindan énlendigini bildir-
mislerdir. Tim bu calismalarin ve bizim calismamizin bulgulari mirtazapinin
antinosiseptif etkisinde adrenerjik sistemin de rol aldigina isaret etmektedir.
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