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Diyabetik Noropatili Fare Modelinde
Oksitosinin Analjezik Etkisinin
Aragtirilmasi

Investigation of the Analgesic Effects of
Oxytocin in Mice Model of Diabetic Neuropathy

OZET Amag: Oksitosin (OT)’in dogum ve laktasyondaki temel roliine ilaveten beyinde néromodii-
latér veya noérotransmitter fonksiyonlar: bilinmektedir. Oksitosinerjik sistemin agr1 modiilasyonu
tizerine modiilatér fonksiyonlar: bilinmektedir, ancak noropatik agri tizerindeki etkisiyle ilgili ol-
dukga sinirh sayida aragtirma bulunmaktadir. Bu ¢aligmada, OT nin diyabetik fare modelinde n6-
ropatik agr tizerine etkisi in vivo “hot plate” testi kullanilarak incelenmistir. Gereg ve Yontemler:
Deneylere baglamadan énce bir hafta siireyle erigskin erkek Balb/C cinsi fareler “hot plate” testine
alistirildi. “Hot-plate” analjezimetre kullanilarak zarar verici 1s1 uyaranina kars1 ekstremitelerini
hizla gekme siireleri belirlendi. intraperitonal (i.p.) streptozotosin enjeksiyonuyla diyabet olustu-
ruldu. Diyabetik kontrol ile farkl1 OT dozlar1 (10, 30 ve 100 pg/kg) uygulanan toplam 4 deney gru-
bu olusturuldu (n= 10, her bir grup). OT’nin i.p. enjeksiyonunu takiben 5., 10., 15., 20., 30. ve 60.
dakikalarda 7 defa agr1 esigi degerleri 6lciildii. Diyabetik kontrol grubuna ise i.p. serum fizyolojik
enjekte edildi. OT uygulamalar: ve ayni siirelerdeki kontrol grubu degerlerinin istatistiksel analiz
i¢in tek yonlii varyans analizi, gruplararas: farklihgin tespitinde ise Dunnet’s testi kullanildi. Bul-
gular: OT’nin farkh dozlarda analjezik etkinligi belirlendi. OT (10 pg/kg) kontrol grubuyla karsilas-
tirildiginda sadece 10. dakikada agri esigini yiikseltti (p< 0.05). 30 pg/kg OT ise 5. ve 10. dakikalarda
agr1 esigini yiikseltti (p< 0.05). Benzer sekilde 100 ug/kg OT uygulanmas: kontrol grubuyla karsi-
lagtinldiginda 5. 10. ve 15. dakikalarda agr esigini yiikseltti (p< 0.05). Sonug: Bu ¢aligmanin bulgu-
lar1 diyabetik farelerde OT’nin analjezik etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Bu sonuglar,
OT’nin néropatik agrinin tedavisinde terapétik potansiyeline yonelik ilave kanitlar saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Oksitosin; agri; diyabetik néropatiler; fareler

ABSTRACT Objective: In addition to its essential role in parturition and lactation, oxytocin (OT)
is known to function as a neuromodulator or neurotransmitter in the brain. It is known that the oxy-
tocinergic system has a modulatory function on nociception but the effect of OT on neuropathic pa-
in is less studied. In this study, the effects of OT in mice model of painful diabetic neuropathy were
investigated by using in vivo hot plate test. Material and Methods: Adult male Balb/C mice were al-
lowed to acclimate to the hot plate for a period of 1 week prior to the experiments. Paw withdra-
wal latency to noxious heat was determined using hot-plate analgesia meter. Diabetes was induced
by intraperitoneal injection of streptozotocin. A total of 4 experimental groups including diabetic
control and different doses of OT (10, 30 and 100 pg/kg) were designed (n= 10 for each groups). OT
was administered by intraperitoneal injection to the animals and hot-plate test was repeated for 7
times at 5% 10%, 15%, 20%, 25%, 30" and 60" minutes. Physiological saline was administered to the
diabetic control group. Pain threshold values were determined and analyzed by one-way analysis
of variance followed by a pairwise comparison using a Dunnett’s t-test on the ranked data. Results:
The analgesic effectiveness of different doses of OT was measured. OT (10 pg/kg) increased the paw
withdrawal latency, only in the 10™ minute, compared to same period of control group (p< 0.05).
30 pg/kg OT significantly increased the pain threshold in both 5% and 10 minute compared to con-
trol (p< 0.05). The highest dose of OT (100 pg/kg) increased the pain threshold in the 5%, 10* and
15" minute (p< 0.05). Conclusion: Data from this study indicated that OT has analgesic action in
diabetic mice. This result may provide additional insight for therapeutic potential of OT in the tre-
atment of neuropathic pain.

Key Words: Oxytocin; pain; diabetic neuropathies; mice
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gr1, “viicudun bir bolgesinden kaynakla-
Anan, doku harabiyetine bagh veya bagka bir

nedenle ortaya ¢ikan, insanin ge¢misteki
deneyimleriyle de ilgili, hos olmayan emosyonel ve
sensoriyel bir duyudur”. Etiyolojisine gore agr1, no-
siseptif, noropatik ve karigik tip agr1 seklinde sinif-
landirilabilir.!?

Noropatik agr1 yaklasik olarak popiilasyonun
%!1’ini etkilemektedir ve bu oran kadinlarda ve
yash insanlarda daha da artmaktadir.* Bu agr tiirii
oncelikli olarak sinir sistemi lezyonu veya disfonk-
siyonu sonucunda spontan olarak ortaya ¢ikabilir.
Noropatik agr1 durumunda agr esigi diistiigi i¢in
normalde agrisiz olan uyaranlar agriya neden ola-
bilir. Ayni zamanda uyariya yanit hem siireklilik
hem de genlik bakimindan daha belirgin olabilir ve
agr1 hissi hasarsiz bolgelere yansiyabilir.® Etkin bir
tedavisi olmayan noéropatik agrinin tedavisi i¢in
aneljeziklerin iki 6nemli sinifi olan opioidler ve
nonstreoid antiinflamatuar (NSAI) ilaglar yaygin
olarak kullanilmaktadir.®® Opioidlerin uzun siireli
kullanimy, ilaca kars: tolerans ve bagimlilik gelis-
mesine neden olabilir. Bu nedenle antidepresanlar
ve antiepileptik ilaclar, yan etkileri ve giivenli ilag
profilleri nedeni ile klinikte uzun zamandan beri
tedavi secenekleri arasinda yer almaktadir.!®!! Bu-
nunla birlikte néropatik agrinin yaygin ve standart
bir tedavi sekli bulunmamaktadir.

Hipotalamustaki supraoptik ve paraventrikiil-
ler niikleuslarda bulunan magnoseliiler néronlarda
sentezlenen oksitosin hormonu (OT), aksonal
transportla nérohipofize taginarak kana salgilanir.
OT temel olarak laktasyon doneminde siit
salgilanmasi ve dogum siirecinde de uterusun ka-
silmasinda rol oynamaktadir. Ayrica paraventrikii-
ler niikleusun parvoseliller noéronlar1 da OT
sentezleyerek santral sinir sistemi (SSS)’nin bazi
bolgelerine projeksiyonlar yapmaktadir.'? Bu bol-
gelerdeki parvoseliiler aksonal uglardan saliverilen
OT nérotransmitter ve néromodiilator olarak rol
oynamaktadir. OT besin aliminda azalmaya, anne-
lik davraniginin olugmasina, antistres etkilere ne-
den olmaktadir.”®’> OT i¢in 6nemli bir hedef alam
da agr1 modiilasyonudur. OT’in farelerde, siganlar-
da, kopeklerde ve insanlarda belirgin olarak analje-
oldugu belirlenmigtir.!1°

zik etkiye sahip
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Oksitosinin bu bilinen antinosiseptif etkilerinin ya-
ninda noropatideki analjezik etkinligini konu alan
oldukea sinirh sayida aragtirma bulunmaktadir.

Bu caligmanin amaci, diyabet olusturulmusg
eriskin erkek farelerde, sistemik yolla oksitosin uy-
gulanmasinin, bir in vivo davranis testi olan “hot
plate” analjezimetrede agr1 esigi tizerindeki olasi et-
kilerini aragtirmaktir.

I GEREC VE YONTEMLER

“HOT PLATE” ANALJEZIMETRE iLE
NOSISEPTiF DAVRANIS TESTI

Bu caligmada agirliklar: 30 + 5 g olan Balb/C cinsi
eriskin erkek fareler kullanildi. Hayvanlar 23 + 1
°C sicaklikta, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
ortamda tutularak standart pellet sican yemleri ve
musluk suyuyla beslenmeleri saglandi. Tiim deney-
sel agsamalar yerel etik kurul izni alindiktan sonra
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
www.nap.edu/catalog/5140.html)” prensipleri dog-
rultusunda gergeklestirildi.

“Hot plate” analjezimetrenin (Harvard Co.,
Katalog No: BS4 52-8588, Edenbridge, Ingiltere)
tablas1 50 + 0.5 °C sicakliga ayarlandi. Tabla {izeri-
ne birakilan hayvanin 1s1 uyaranini agri olarak al-
gilayarak ekstremitelerini hizla cekme veya yalama
davranisina kadar gecgen siire, saniye cinsinden ag-
11 esigi olarak belirlendi. 60 saniye siirede agr1 esi-
gi yaniti olusturmayan hayvanlar doku hasarini
onlemek amaciyla sicak tabla tizerinden alindi ve
caligmaya dahil edilmedi. Deneylerden 6nce bir
hafta siireyle “hot plate” testi uygulanarak, biitiin
hayvanlarin deney sartlarina aligmalar: saglanda.

Calismada kullanilan toplam 40 fareye intra-
peritonal (ip) yolla 250 mg/kg streptozotosin tek
doz olarak enjekte edildi. Streptozotosin enjeksi-
yonundan dnce ve sonra kan glukoz diizeyleri kon-
trol edildi. Enjeksiyondan bir hafta sonra 8-10
saatlik aclik déonemini takiben sabah 9.00-10.00 sa-
atleri arasinda kuyruk veninden alinan kanda, ag-
ik kan glukozu 300 mg/dL’yi gecen fareler,
diyabetik olarak kabul edildi. Diyabet olusumun-
dan o6nce farelerin aglik kan glukoz diizeyi ortala-
ma olarak 118 + 9.2 mg/dL iken, diyabet olustuktan
sonra 403 + 17.0 mg/dL olarak olgiildii. Diyabet
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olusturulduktan iki hafta sonra “hot plate” testiyle
hayvanlarin agr esigi degerleri belirlendi. Fareler
10’arh1 gruplara boliinerek dort grup olusturuldu.
Diyabetik kontrol grubuna ip yolla serum fizyolo-
jik enjekte edildi (n= 10). Diger ii¢ gruba ise sira-
siyla ip yolla 10 pg/kg (n= 10), 30 pg/kg (n=10) ve
100 pg/kg (n=10) dozlarda OT uygulandi. Enjeksi-
yonlardan 30 dakika 6nce tiim gruplarin kontrol
kayitlar1 alindi ve enjeksiyonun yapildigi zaman 0.
dakika olarak kabul edildi. Enjeksiyondan 5, 10, 15,
20, 30 ve 60 dakika sonra agr1 esigi degerleri kayde-
dildi.

Biitiin degerler, ortalama + standart sapma
(AO = SS) olarak belirlendi. Istatistiksel degerlen-
dirme tek yonlii varyans analizi kullanilarak SPSS
12.0 programinda yapildi. “Post-Hoc” hesaplama
icin Dunnet’s testi kullanildi. “Hot plate” testinde
OT etkisinin analizi yiizde maksimum olas: etki
degeri (% MOE) hesaplanarak yapildi.? % MOE
su formiille hesaplandi: % MOE= ([OT uygulama
sonrasi latans yanit1-OT uygulama 6ncesi latans
yaniti]/[deney sonlandirma zamani (60 sn)-OT
uygulama 6ncesi latans yaniti] x 100. Tiim analiz-
lerde p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

I BULGULAR

Bu caligmada, diyabetik farelerde OT nin agr esigi
tizerine etkinligi incelendi. OT’nin uygulanmasi
doz bagimli olarak diyabetin indiikledigi hiperalje-
ziyi inhibe etti ve bu etki OT uygulamasindan 60
dakika sonra tamamen ortadan kalkt1 (Sekil 1, Tab-
lo 1). Deney gruplarinda OT, kontrol grubunda da
serum fizyolojik uygulanmadan 6nce ve sonraki sii-
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SEKIL 1: Oksitosin hormonu (OT)'nun agri esigine etkisi (10, 30 ve 100 pg/kg,
ip) “Hot-plate” testi uygulanan diyabetik farelerde sicakliga karsi farenin za-
man bagiml verdigi yanitin ortalama + SS degerleri. OT uygulanan gruplar,
kontrol grubuyla Dunnet’s testi kullanilarak kargilastirildi.

*p< 0.05, **p< 0.01.

reclerde agr esigi degerleri belirlendi. Kontrol ve
deney gruplarinda enjeksiyon 6ncesi degerler ara-
sinda istatistiksel olarak farklilik yoktu.

10 pg/kg OT uygulamas: 10. dakikada agr esi-
gi diizeyi kontrol grubuyla karsilasgtirildiginda ista-
tistiksel olarak anlamli diizeyde arttird1 (p< 0.05,
Sekil 1, Sekil 2, Tablo 1). 30 pg/kg OT uygulama-
sinda 5. ve 10. dakikada agr esigi diizeyi kontrol
grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak an-
lamli diizeyde yiiksekti [(p< 0.01, n= 10) Sekil 1,
Sekil 2, Tablo 1]. Kullanilan en yiiksek OT dozu
(100 pg/kg) ise 5., 10. ve 15. dakikalarda agr1 esigi
diizeyini istatistiksel olarak anlaml diizeyde arttir-
d1. Bu etki 20. dakikadan sonra azalmaya baslad: ve
agr1 esigi degeri 60. dakikada tamamiyla kontrol
diizeylerine dondi (p< 0.01, p< 0.01, p< 0.05 sira-
siyla, Sekil 1, Sekil 2, Tablo 1).

Dunnet’s testi kullanilarak karsilastirildi.

TABLO 1: Diyabetik farelerde “hot plate” latansi (Ortalama + SS). Kontrol (n=10) ve 10 pg/kg (n=10),
30 pg/kg (n= 10) ve 100 pg/kg (n= 10) oksitosin uygulanan gruplar. Oksitosin uygulanan gruplar, kontrol grubuyla

Latans (sn)

-30. dakika 0. dakika 5. dakika 10. dakika 15. dakika 20. dakika 30. dakika 60. dakika
Kontrol 228+0.8 23408 224+0.9 22009 21.1£0.9 21708 22909 23.0+0.7
10 pg/kg OT 224+1.0 22.6+0.8 251+1.0 26.4+0.9 25.0+1.7 228+1.6 215+1.1 21.9+0.7
30 pg/kg OT 22614 229+1.3 31.7 £1.4% 29.5+1.0% 244 +16 243+13 20.7+0.7 224+1.2
100 pg/kg OT  23.6+1.2 249 +1.1 40.3 4.0 312+1.5" 25.7£0.7* 25.0+0.6 246+16 23.6+1.3
*p< 0.05, **p< 0.01.
Turkiye Klinikleri ] Neur 2010;5(3) 157
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SEKIL 2: Oksitosin hormonu (OT)'nun agri esidi tizerine maksimum olasi et-
kisi (10, 30 ve 100 pg/kg, i.p.). Maksimum olasi etki (MOE)= ([ila¢ uygulama
sonrasi latans yaniti- ilag uygulama éncesi latans yaniti)/[deney sonlandir-
ma zamani (60 sn)- ilag uygulama 6ncesi latans yaniti] x 100, OT uygulanan
gruplar, kontrol grubuyla Dunnet’s testi kullanilarak kargilastirildi.

p< 0.05, *p< 0.01.

I TARTISMA

Bu ¢alismanin bulgular: diyabetle néropatik agri
olusturulmus farelerde OT’nin belirgin olarak anal-
jezik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu
etki ayn1 zamanda doz bagiml olarak gercekles-
mektedir.

OT’nin santral yolla uygulanmasinin belirgin
analjezik etkiye sahip oldugu gosterilmistir.”' Bu-
nunla birlikte OT’nin sistemik uygulanmasinin an-
tinosiseptif etkinligi ile ilgili caligmalarin sonuglar
birbiriyle geligkilidir. Bazi ¢aligmalarda OT uygu-
lamasi agr esigini artirirken, bazi galigmalarda ise
OT’nin agr1 esigi iizerine etkisinin olmadif:
ortaya konmustur.?*3° Bu durum, agri esigi 6l¢im
metotlarinin, kullanilan anti-OT serumunun ve OT

dozunun farklilifindan kaynaklanabilir.!72429:30

OT’nin intravendz veya ip uygulanmasinin
analjezik etkinlige sahip oldugunu gosteren calis-
malarda OT uygulama siiresi olduk¢a uzun ve do-
zu da oldukca yiiksek farmakolojik degerler-
dedir.26?7:30 Xu ve ark. bu ¢aligmalarla benzer sekil-
de normal sicanlarda OT’nin agr esigi iizerine et-
kisini aragtirdiklar1 ¢aligmada, ancak yiiksek doz
OT uygulamasinin agr1 esigini arttirdigini, diisitk
dozda uygulanmasinin ise etkisiz oldugunu ortaya
koymugslardir.'” Bu ¢aligmanin sonuglari, diyabetik
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farelerde OT’nin diisiik farmakolojik dozlarda dahi
(10 pg/kg /fare) agr1 esigini artirmasi, OT nin diya-
betle meydana gelen patolojik kosullarin yol agtig:
agr1 duyusu iletimi ve algisinin modiilasyonu tize-
rine belirgin olarak rol oynayabilecegini goster-
mektedir.

Bir opioid reseptdr antagonisti olan nalokson,
intratekal olarak uygulandiginda OT’nin meydana
getirdigi analjezik etki ortadan kalkabilmektedir."
Benzer sekilde periakuaduktal gri maddede, OT’-
nin indiikledigi antinosiseptif etki p ve x opioid
reseptor antagonistleri tarafindan bloklanabil-
mektedir.3! Bu kamitlar OT’in antinosiseptif etki-
sine opioiderjik sistemin aracilik edebilecegini
gostermektedir.

Bizim ¢alismamizin bulgulari her ne kadar
OT’nin muhtemel etki mekanizmasina yonelik
direkt bir kanit saglamasa da, diyabetik farelerde
OT’nin analjezik etkinligini belirgin olarak orta-
ya koymaktadir. Bununla birlikte, OT’nin agr1
modiilasyonundaki muhtemel etki mekanizmasi-
n1 anlamaya yo6nelik bazi arastirma bulgular: da
yer almaktadir. Agr1 arastirmalar i¢in ¢ok iyi bir
hiicresel model olan dorsal kok ganglionu néron-
larinda yapilan ¢aligmalar, OT’nin GABA aktive-
li akimlar1 modiile ettigini, ATP bagiml akimlari
inhibe ettigini ve intraselliiler kalsiyum miktari-
m1 artirdifini ortaya koymustur.*** Ayni zaman-
da Breton ve ark. lamina II néronlarinda OT’nin
gecici ve gecikmis diizeltici K* akimlarindaki
azalmayla birlikte, bu néronlarin ategleme kabi-
liyetinde azalmaya neden oldugunu belirlemis-
lerdir.®

Oksitosinin stresle alakali antinosiseptif etki-
de rol oynadig1 ve bu etkisinin glutamaterjik spinal
duyusal iletiyi baskilama aracili oldugu bildirilmis-
tir.® Bu konuda yapilan yeni ¢aligmalar ise oksito-
sinin antinosiseptif ve analjezik etkinliginde
paraventrikiiler hipotalamik niikleus kaynakli ini-
ci sistemlere aracilik ettigini ve 6zellikle néropatik
agr gibi kronik agrida opioiderjik sistemin katki-
sinin az oldugunu ve buradaki etkinlige lokal
GABAerjik inhibitor sistemin etkinligini giiclen-
dirmek gibi yeni bir mekanizmanin rol oynadigim
ileri stirmektedir.?¢%

Turkiye Klinikleri ] Neur 2010;5(3)
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olmamakla birlikte kronik agr1 modeli i¢in yukari-
da s6z edilen endojen inhibitér mekanizmalarin
devreye sokulmasi ve etkinliginin artirilmasinin
aracilik etme olasiligy, ilgili kanitlar esgliginde tu-

Bu galismada, mekanizmaya yonelik protokol

tarl1 bir varsayimdir.
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Bu ¢aligmanin sonuglari, OT’nin 6zellikle di-
yabetik farelerdeki noropatik agri tizerine analje-
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