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ARASTIRMA

Sicanlarda yanikla induklenen anksiyete
artisina ve agn algisina santral ve
periferik uygulanan oksitosinin etkisi

Giilsin Memi', Zarife Nigar Ozdemir, ipek Azizoglu3, Fatma Darici3, Tuba Kaya3,
Tuba Ozdil3, Feriha Ercan?, Berrak C. Yegen'

OZET: Bu calismada sicanlarda yanik sonucu gelisen agri ve inflamasyonda periferik ve sant-
ral uygulanan oksitosinin olasi anti-nosiseptif ve anksiyolitik etkileri ile hasarl cilt dokusunda-
ki olasi anti-inflamatuvar etkilerinin incelenmesi amaclandi. Bu amagla her iki cinsiyette Spra-
gue Dawley sicanlarin ensesinde 18 mm capinda 2 yanik olusturuldu. Yaniktan 4 giin 6nce
baslayip ve 7 giin sonrasinda devam ederek serum fizyolojik (SF) veya OT tedavisi (i.p. 20 mg/
kg/giin; i.s.v. 200 ng/sican/giin) verildi. Anksiyete diizeylerini belirlemek icin delikli kutuda
hareketlilik testi ve agri esigini 6lcmek icin kuyruk cekme testi yanik 6ncesi ve yanik sonrasi 1.
ve 7. giinlerde yapildi. Yanigin 7. giiniinde sicanlar dekapite edilerek mikroskopik inceleme
icin yanik bélgelerinden cilt 6rnekleri alindi. Sicanlarda eksojen verilen oksitosin yara doku-
sundaki inflamatuvar yaniti hafifletti ve 1. haftada yanik sonrasi artmis bulunan anksiyeteyi
azaltti. Sicanlara uygulanan dairesel lokal yanik, agn esiklerini i.p. OT tedavi alan gruplarda

degistirmedi. OT, i.s.v. kaniil yerlestiriimesine bagl ortaya ¢ikan hipoaljeziyi engelledi.
ANAHTAR KELIMELER: Oksitosin, agr esigi, anksiyete, inflamasyon.

GiRIS

Annelik davranislarindan sorumlu bir néropep-
tit olan oksitosin (OT), hipotalamustaki para-
ventrikiiler ve supraoptik cekirdeklerde {iretilir
(1,2) ve norofizin denen proteinler aracilig: ile
arka hipofize tasinarak buradan kana salmir
(3,4,5). OT reseptorleri, miyometrium, meme
bezi, endometriyum, desidua, over, testis, epidi-
dim, vas deferens, timus, kalp, bobrek ve beynin
cesitli bolgelerinde bulunur (6). Yapisi vazopres-
sine benzeyen OT, adrenokortikotrofik hormon
(ACTH) salgisin1 arttirmak yoluyla zayif bir anti-
ditiretik etki de gosterir (7). OT kan diizeyi ovu-
lasyon, dogum eylemi, laktasyon ve bazi stres
durumlarinda artar. OT uterus dokusunda kont-
raksiyon gtictinti ve sikligini artirirken, meme
bezlerinde asinuslarin ¢evresindeki miyoepitel-
yal hiicreleri kasarak stitiin duktuslara ge¢cmesini
saglar. OT beyindeki etkisi ile sosyal ve sekstiel
davraniglarin olusumunda da onemlidir (2,3).
Dogumda uterus diiz kas kontraksiyonunu ve
dogum sonrasi emzirme esnasinda memeden stit
cikisini diizenleyici roltiniin (3,6) yanisira, kardi-
yovaskiiler ve natritiretik diizenlemede rol aldig1
da gosterilmistir (8). OT diistik dozlarda uygu-
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landiginda kendine 6zgii reseptorleri aktive ede-
rek vazodilatasyon saglarken, yiiksek dozlarda
anjiyotensin-vazopressin (AVP) reseptorlerinin
uyarilmasiyla vazokonstriksiyona bagli hiper-
tansiyona neden olur (8).

OT'nin disi ve erkek sicanlarda antistres etkili ol-
dugu, yara iyilesmesini hizlandirdigy, kilo alimi-
n1 uyardig1 ve endojen opioid etkiyi artirdigs bil-
dirilmistir (4,9). OT'nin sistemik uygulandiginda
gastrointestinal motiliteyi ve diiz kas kontraktili-
tesini degistirdigi (10,11) ve deneysel mide ve
duodenum tilserlerinde antisekretuvar ve antitil-
ser etkili oldugu gosterilmistir (12). Diger taraf-
tan OT’in iskemik deri fleplerinin yasam stiresini
uzattig1 (13), pencede karrageninle indiiklenen
hiperaljezide inflamasyonu azalttigr (14) ve
OT'nin bu anti-inflamatuvar etkilerinde biiytime
faktorlerinin aracilik ettigi gosterilmistir. Ayrica,
OT'nin sicak su ile olusturulan yanikta sistemik
yanit olusturarak doku hasarimi ve gastrik muko-
zal oksidatif hasarini hafiflettigi bulundu (15).

Yapilan calismalar supraooptik ¢ekirdegin (SON)
uyarilmasinin agr1 esigini uyardigini ve bu ¢gekir-
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§EKiL 1. a) intraperitoneal (ip) uygulama b) intraserebroventrikiiler (isv) uygulama: Deney gruplarinda delikli kutuda hareketlilik indeksi ile Olgulen anskiyete duzeyleri.
Azalmis hareket indeksi artmis anksiyete olarak yorumlanmaktadir. Hareketlilik indeksi siganlarin 5 dakika boyunca delikten bakma sayisi, immobilizasyon suresi ve sahlan-

ma sayllarindan elde edilmistir. *p<0.05, **p<0.01, yanik éncesi dlgumune gore.

degin koterle yakilarak harap edilmesinin ise agr1 esigini
azalttigini gostermistir (16). Baska bir calismada da, sicanlarda
hipotalamik paraventrikiiler ¢ekirdekteki lezyonlarin spinal
korddaki endojen immiinoreaktif AVP ve OT diizeylerini
azalttig1, fakat nosiseptif esigi degistirmedigi gozlenmistir
(17). 1iging olarak, kanda OT konsantrasyonunda biiyiik bir
yiikselmeye neden olan fizyolojik uyaranlarin, dogum ve vaji-
nal dilatasyon gibi, agr1 esigini yiikselttigi bilinmektedir (18).
Ancak, sistemik inflamatuvar bir yanita neden olmayacak bir
yanik yarasininin olusturdugu agr1 algisiin eksojen verilen
OT ile nasil etkilendigine dair bir bulgu bulunmamaktadir.

Siganlarda yanik sonucu gelisen agr1 ve inflamasyonda perife-
rik ve santral uygulanan oksitosinin anti-nosiseptif ve anksi-
yolitik etkileri ile hasarli cilt dokusundaki olas1 anti-
inflamatuvar etkilerini ortaya koymak amaciyla bu calisma
planlanmustir.

GEREC VE YONTEM

Calismada Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygula-
ma ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen 250-300 gr agirli-
ginda her iki cinsiyette Sprague Dawley sicanlar sicaklig1 22 +
2°C’ de, nemi % 65-70 oraninda korunan ve 12 saat aydinlik-
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SEKIL 2. intraperitoneal (ip) ve intraserebroventrikler (isv) uygulanan serum fiz-
yolojik veya oksitosin (OT) ile kuyruk ¢ekme yanitlarl.  **p<0.05, ***p<0.001, ip
tedavili esdeger gruba gore; ++p<0.01, +++p<0.001, SF grubuna gére.

12 saat karanlik donemlerine sahip bir ortamda standart labo-
ratuvar yemiyle beslendiler, su ve yem kisitlamasi yapilmadi.
Calisma icin Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul'undan onay alind1.

Deney Protokolii

Tum sicanlar (n=36) yanik 6ncesi 4 giin 6nceden baslayan ve
sonrasinda 7 giin devam eden toplam 11 giinliik tedavilerine
gore ti¢ gruba ayrildilar: kontrol yaruk grubu (n=12), serum
fizyolojik (SF) verilen yanik grubu (n=12) ve OT tedavisi veri-
len yanik grubu (n=12). Gruplara SF intraperitoneal (i.p.; 1
ml/kg/giin) veya intraserebroventrikiiler (i.s.v.; 8 ml /sican/
giin) olarak verildi. OT tedavisi de i.p. (20 mg/kg/gtin) veya
i.s.v. (200 ng/sican/ giin) olarak uygulandz.

Deneyin 4. giinii, yanik uygulamasindan 1 saat dnce tiim si-
canlara delikli kutuda hareket testi (HT) ve kuyruk ¢ekme
(KCT) testleri yapildi. Bu testler sonrasinda tiim gruplara ya-
nik modeli uygulandi ve yanik sonrasi 1. ve 7. giinlerde HT ve
KCT testleri tekrarlandi. Yanigin 7. gtintinde sicanlar dekapite
edilerek mikroskopik inceleme icin yanik bolgelerinden cilt
ornekleri alind1.

intraserebroventrikiiler (i.s.v.) Kaniil Yerlestirilmesi
Sicanlar ketamin (100 mg/kg ip) ve klorpromazin (0,75 mg/
kg) ile anestezi edildi ve stereotaksi cihazma (Stoelting Lab,
Wood Dale, Illinois, ABD) yerlestirildi. Paxinos ve Watson at-
lasina gore paslanmaz celik kantil i.s.v. kaniil sag lateral sereb-
ral ventrikiillerine (bregmaya goére 1.1 mm kaudal ve 1.5 mm
lateral, kafatas1 ylizeyine gore 3.2 mm ventral) takildr (19).
Daha sonra kantiliin etrafina {i¢ vida yerlestirip dental akrilik
ile kafatasina tespit edildi. Deneylere kaniil yerlestirilmesin-
den bir hafta sonra baslandi. Her deney sonunda, kantiliin ye-
rini kontrol amaciyla dekapitasyon oncesi metilen mavisi en-
jeksiyonu yapildi.

Deneysel Yanik Modeli

Hafif eter anestezisi altinda, sicanlarin enseleri tras edildi.
Ozel hazirlanmis metal plaka (18 mm cap, 2 mm genislik, 42
cm sap uzunlugu; Giilmode Ltd., istanbul) alevde kor haline
gelene kadar (yaklasik 75 sn ) bekletilip, 30 sn havada sogutul-
duktan sonra hayvanlarin tras edilmis sirt derisine kisa stireli
2 farkli bolgede cilde temas ettirilerek dairesel lokal hasar
olusturuldu. Yaniktan hemen sonra sivi replasmani amaciyla
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$EKiL 3. Kontrol grubu (A): Dizenli epidermis, kil folikdlleri, kollajen yapisi ve az
sayida mast hticresi. Yanik grubu (B): ileri derecede hasarli epidermis (ok), kil foli-
kulleri (ok bas), kollejen yapisi (c), kanama bolgeleri (h), artmis enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu (*) ve 6zellikle epidermis altina ve kil folikullerinin etrafina go¢ etmis ve
aktive olmus mast hicreleri (ok). Yanik-+QOT (isv) grubu (C): Dizelmeye baslamis
epidermis (ok), kil folikUlleri (ok basl), az sayida enflamatuvar hucre infiltrasyonu
(*), goc etmis ve aktive olmus mast hucreleri (ok). Yanik+OT (ip) grubu (D): Orta
dlzeyde hasarli epidermis (ok), kil folikUlleri (ok bagi), inflamatuvar hicre infiltras-
yonu (*), go¢ etmis ve aktive olmus mast hicreleri (ok); Sol taraftaki resimler:
Masson’un Ugld boyasl, X200, kuctk resimler: X400; Sag taraftaki resimler: Toluidin
mavisi boyasi, X400.

yanik bolgesi disindaki bir cilt alt1 bolgesine 1 ml/kg SF enjek-
te edildi. Bu yanik modeli, hayvanlarda ciddi bir travma olus-
turmayip hayvanin hareketliligini etkilemeyen bir yontem
olarak gelistirilip daha once tarafimizdan kullanilmistir (20).

Delikli Kutuda Hareket Testi (HT)

HT sicanlarin endise diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in ya-
pild1. Bu test, yan kenarlar1 47 cm yiikseklikte, 66x56 cm 6lcii-
lerinde ve tabaninda 3,8 cm gapinda 16 delik bulunan tistii agtk
tahta kutuda, her bir sican 5 dakika kalacak sekilde gercekles-
tirildi. Testler video kamera ile kaydedilerek daha sonra 4 g6z-
lemci tarafindan izlenerek degerlendirildi. Sicanlarin 5 dakika
boyunca; delikten bakma sayisi, immobilizasyon stiresi ve
sahlanma sayis takip edildi ve parametrelerden 5 dakikalik
hareket indeksi belirlendi. Siganlarin hareketliliklerinin ve de-
likten bakma sayilarinin azalmasi, arastirici davranislarinin
azalmasi anlamma gelir ve bu da artmis anksiyete olarak de-
gerlendirilmektedir (21).

Kuyruk Cekme Testi (KCT)

KCT sicanlarin agr1 esik degerlerinin belirlenmesi i¢in yapild.
Sicanlar KCT’den en az 5 dakika ¢ncesine kadar kafeslerinde
dinlenme halinde tutuldular. Sicanlar cihaza, 1sitic1 kaynak
kuyruklarmin distal 1/3"tine gelecek sekilde yerlestirildi. Kuy-
ruk cekme, cihaz tarafindan otomatik olarak algilanip siire sa-
niye cinsinden kaydedildi. Eger sicanlar kuyruklarini ¢ekmi-
yorlarsa sonlandirma stiresi (cut-off zamani) 20 sn olarak ka-
bul edildi.

Isik Mikroskopisi ile inceleme

Yanik sonrasi 7. giinde dekapite edilen sicanlarin yanik cilt
bolgelerinden 6rnekler almarak %10'luk formaldehitle fikse
edildi ve yiikselen alkol serilerinden gecirilerek dehidratas-
yon, toluenle seffaflandirma islemlerinden sonra parafine go-
miildi. Yaklagik 5-6 um kalinligindaki kesitlere morfolojik
degerlendirme ve kollajen liflerinin incelenmesi igin
Masson'un ti¢lii boyast ve mast hiicrelerini incelemek iginde
%71’lik toluidin mavisi boyasi uygulandi. Hasar degerlendir-
mesinde epidermal dejenerasyon, dermal 6dem, kil folikiilleri
dejenerasyonu, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, hemoraji, ve
mast hiicre gogii ve aktivasyonu kriterlerine bakildi. Her kesit-
te en az bes mikroskopik bolge 200x biiytitmede Olympus
BX51 fotomikroskobunda incelendi.

Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi i¢in GraphPad Prizm-4 istatistik program
kullanildi. Sonuglar Mann Whitney U testi ve Student’in t-testi
ile incelendi ve ortalamalar arasindaki farkm p<0.05 olmasi
durumunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Yanik oncesi 4. giinde delikli kutuda hareket testleri degerlen-
dirilen i.s.v. ve i.p. uygulamasi yapilan tiim sicanlarin anksi-
yete diizeyleri benzer bulunmustur (Sekil 1). Yanigin 1. gii-
niinde, i.p. tedavi almayan grupta anksiyete artis1 olmadigina
isaret edecek sekilde HT indekslerinde fark bulunmazken, i.p.
OT ve SF tedavisi alan yanik gruplarinda anksiyetenin anlam-
It (p<0.01; Sekil 1a) olarak arttigini ortaya koyacak sekilde HT
indeksinde azalma gozlendi. Yanik sonras1 7. giinde ise, tedavi
grubuna benzer sekilde tedavisiz grupta da anksiyete artar-
ken, i.p. OT grubundaki anksiyete artisinin geriledigi gozlen-
di.

Benzer sekilde, anksiyete artis1 i.s.v. OT tedavisi verilen grup-
ta hem 1. giin (p<0.05), hem de 7. giin (p<0.01) yanik grubunda
gozlenirken, tedavi almayan ve SF tedavisi alan gruplarda
anksiyete degisikliklerinin anlamli diizeye erismedigi gozlen-
mistir (Sekil 1b).



Memi ve ark. Marmara Ecza Derg 15: 84-88, 2011.

The effect of centrally and peripherally administered oxytocin on increased anxiety and pain
perception in rats with burn injury

SUMMARY: The putative anti-nociceptive and anxiolytic effects of peripherally and centrally administered oxytocin as
well as its anti-inflammatory effect on the burned skin tissue was investigated in Sprague-Dawley rats with burn in-
juries. Two 18-mm diameter burns were induced by an instrument on the shaved necks of the rats, while intraperito-
neal saline or oxytocin (ip 20 mg / kg / day; icv. 200 ng / rat / day) treatments were started four days before the burn
injury and continued for the following 7 days. Holeboard tests were performed for the evaluation of anxiety and tail-
flick tests were performed to measure pain threshold on the 1st and 7th days of the burn. All rats were decapitated
on the seventh day of burn, skin samples were taken for microscopic evaluation. Exogenous oxytocin alleviated inf-
lammatory response in the injured skin tissue and reduced the anxiety that was increased on the seventh day of burn
injury. Pain thresholds were not changed by the local burns, in the intraperitoneally treated groups. However, tail flick
latencies, which were increased due to icv cannulation, were decreased by oxytocin treatment. Thus, the results re-

vealed that oxytocin prevented hipoalgesia induced by icv cannula placement.

KEY WORDS: oxytocin, pain threshold, anxiety, inflammation.

Yanik uygulanmis tiim gruplarda kuyruk cekme testi ile agr
esigi degerlendirildiginde, i.s.v. kaniil uygulamasinin SF veri-
len gruplarda yanik oncesi ve sonrasi tiim gruplarda agr1 esi-
gini 3 kat artirdig1 gozlenmistir (p<0.001; Sekil 2). Buna karsin,
OT uygulamasi agri esiklerini, yanik 6ncesinde oldugu gibi, 1.
ve 7. gin yanik gruplarinda da anlamli olarak azaltmistir
(p<0.01). Diger taraftan, i.p. uygulanan OT'nin agr1 esiginde
etkisi gozlenmemistir.

Yanik cilt dokusunun histopatolojik olarak degerlendirilme-
sinde OT’'nin yanigin iyilesme stirecinde énemli farklilik ya-
rattig1 goriilmiistiir. Ozellikle i.s.v OT tedavisi alan grupta SF
grubuna gore kollajen olusumunun arttig1, saglam kil folikiil-
lerinin bulundugu, az sayida inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
oldugu gozlenmistir (Sekil 3).

TARTISMA VE SONUC

Calismanin sonuglari, sicanlarda eksojen verilen oksitosinin
yara dokusundaki inflamatuvar yanitt hafiflettigini ve 1. hafta-
da yanik sonras1 artmis bulunan anksiyeteyi azalttigint goster-
mistir. Anksiyete tizerine i.s.v. verilen OT"nin degil de i.p. yol-
la verilenin etkili bulunmasi, anksiyolitik etkinin anti-
inflamatuvar etkiye sekonder oldugunu diistindiirmektedir.
Sicanlara uygulanan dairesel lokal yanik, agr1 esiklerini i.p. te-
davi alan gruplarda degistirmemistir. Ancak, i.s.v. kantile bag-
I1 olarak uzamis bulunan kuyruk ¢ekme stiresinin OT’le azal-
dig1 gozlenmistir. OT, kantil yerlestirilmesine bagli ortaya ¢1-
kan hipoaljeziyi engellemistir.

Dogum gibi agr1 esiginin ytikselmesinin gerekli oldugu fizyo-
lojik durumlarda endojen OT'nin agr1 esigini yiikselttigi bilin-
mektedir. Ancak, eksojen verilen OT ile elde edilen agr1 esigi-
ne ait sonuglar doz farklari, farkli uygulama yollar: ve farkli
agri esigi olgme yontemleri nedeniyle celiskilidir. OT'nin sant-
ral sinir sisteminde agrinin diizenlenmesinde rol oynadigina
dair bircok ¢alisma bulunmaktadir. Tedavisi olmayan kanser
hastasinda i.s.v. OT'nin analjezik etkili oldugu gosterilmistir
(22). OT'nin i.s.v. veya intratekal verilmesinin agr1 esigini ar-
tirdig1, buna karsin anti-OT serumunun santral yolla uygulan-
masinin da agri esigini distirdtigii gosterilmistir (23). Bagka
arastirmacilar periferik OT nin agr1 esigini ytikselttigini, ancak
bunun yiiksek dozlarda gerceklestigini belirtmektedirler (24).

Ancak, bizim ¢alismamizdaki sonuglara benzer sekilde, diisiik
dozlarda periferik uygulanan OT'nin agr1 esigini etkilemedigi-
ni gosteren arastirmacilar da bulunmaktadir (23). OT antago-
nisti olan atosibanin intratekal verilmesiyle yapilan hiperaljezi
modelinde endojen ve ekzojen OT'nin spinal korda opioid re-
septorler araciligiyla antinosisepsiyon saglandigi gortilmiistiir
(25). Bu galismalarin ve bizim ¢alismamizin sonuglar: bir ara-
da ele alindiginda, olusturulan hafif yanik modeli agr1 esigini
degistirmedigi halde, yaniktan bagimsiz olarak ventrikiile ka-
niil yerlestirilmesiyle gelisen hipoaljezik durum OT’nin sant-
ral verilmesiyle azaltilmistir. Sonug olarak, yiikselmis agri
esigii.s.v. OT ile normale dondiiralmisttir.

Daha 6nce yapilan calismalarda farkli inflamasyon modelle-
rinde OT’nin sicanlarda iskemik deri fleplerinin canli kalma
sansin1 arttirdig1 bulunmustur (2). Bu etki, OT ile indiiklenen,
biiytime faktorlerine (IGF-1, biiytime hormonu) ya da OT ara-
cili anti-inflamatuvar mekanizmalara bagl olabilir (5). Daha
onceki calismalarimizda OT'nin yaniga bagh lokal ve uzak or-
gan hasarinda etkili oldugunu ve bunu anti-inflamatuvar etki-
siyle gerceklestirdigini rapor etmistik (15, 26). Ancak, daha
onceki ¢alismalarimizda OT'nin yanikla degisen agr1 esigine
etkisi arastirilmamusti. Bu ¢alismada, oncekileri destekleyecek
sekilde ciltte yaniga bagli inflamatuvar yanit ve hiicre hasari-
nin OT ile geriledigi gozlenmistir. Sicanlarin yanik sonrasi art-
mus anksiyetelerinin OT ile kismen azalmis olmasinda doku
inflamasyonunun gerilemesi énemli rol oynamaktadir.

Sonug olarak, yaniga baglh gelisen anksiyeteyi periferik anti-
inflamatuvar etkisi araciligiyla azaltan OT, agr1 esigine etkili
olmamustir. Buna karsin, santral yolla uygulanan OT cerrahi
isleme bagli hipoaljezi gelismis sicanlarda agr1 esiginin norma-
le dénmesini saglarken, ciltte yanik yarasmnin iyilesmesini hiz-
landirmis ve inflamasyonu geriletmistir, ama anksiyetede et-
kili bulunmamustir. OT'nin bircok inflamatuvar olayda asir
uyarilmis hipotalamus-hipofiz-adrenal bez ekseninin etkinli-
gini sinirlandirarak anti-inflamatuvar etki gosterdigi one sii-
riilmektedir (27). Gtintimtizde pratik kullanimda nazal uygu-
lama sekilleri de bulunan OT'nin yanik ve yaniga bagli agrida
etkilerini arastirmak igin ilave deneysel hayvan ve insan calis-
malarina gereksinim bulunmaktadir.
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