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ABSTRACT

Aim : In the experimental studies, NMDA (N-methyl-D-aspartate) receptors play important role in the mechanism of
action among the drugs used for the treatment of pain. The NMDA receptors in the dorsal horn of spinal cord is essential
for central sensitization and the central facilitation of pain transmission produced by peripheral injury. The aim of this
study was to evaluate the contributions of peripheral NMDA receptor agonist and antagonists in peripheral pain
transmission.

Material-Method : In the present study, N methyl aspartic acid (NMDA) and antagonist ( MK-801) were administered
intraplantarily to investigate withdrawal effects, the dose and time dependent latency using thermal plantar test method
in rats.

Results : MK-801 caused dose-dependent thermal anti-nociceptive effects, whereas NMDA led to reduction in the
thermal nociceptive latency and hyperalgesia.

Conclusion : Peripheral NMDA receptors may play a dominant role in the transmission of pain information.
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OzET

Amag : Yapilan deneysel calismalar, NMDA (N-methyl-D-aspartate) reseptérlerinin agri tedavilerine yonelik kullanilan
ilaglarin etki mekanizmalarinda en 6énemli etken mekanizmalardan biri olabilecegini gdsterilmistir. Spinal kord dorsal
boynuzda yer alan NMDA reseptorleri santral sensitizasyon icin esastir, periferik yaralanmada santral sensitizasyon
agrinin iletiimesinde rol oynar. Bu calismada NMDA reseptér agonisti ve antagonisti kullanarak periferal NMDA
reseptorlerinin agri bilgisinin iletiimesindeki katkilarina yonelik yeni bilgilere ulasmak amaglandi.

Gereg-Yontem : Calismada, siganlara intraplantar olarak uygulanan N metil aspartik asit (NMDA) ve antagonisti olan
MK-801’nin doz ve zamana bagh olarak sicanlarin geri gekme latansina etkileri termal plantar test ydntemi kullanilarak
arastinidi.

Bulgular : MK-801 doza bagli olarak termal anti-nosiseptif etkiler olustururken, NMDA termal latansta azalma meydana
getirerek hiperaljezinin ortaya gikmasina neden oldu.

Sonug : Periferal NMDA reseptorlerinin agn bilgisinin iletiimesinde dominant bir rol oynayabilecegini gdstermektedir.
Anahtar Kelimeler: NMDA, MK-801, Intraplantar, Hiperaljezi, Antinosisepsiyon
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GiRIiS

Klinik calismalar ve deneysel
deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda, NMDA
(N-methyl-D-aspartate) reseptorlerinin
hiperaljezinin ortaya c¢ikmasinda ¢ok o6nemli
gorevler aldigi belirlenmis ve ilaveten agrida
tedaviye yonelik ilaglarin, 6zellikle opioidlerin,
analjezik etki mekanizmalarinda en énemli etken
mekanizmalardan biri oldugu gt’>sterilmi§’tirl’2 .

Yapilan c¢alismalarda NMDA reseptorlerinin
blokajinin hem opioidlerin antinosiseptif etkinligini
artirdigt hem de opioid hiperaljezinin ortaya
ctkmasini  engelledigi  gdsterilmistir.  Ketamin,
magnezyum spesifik olmamakla beraber NMDA
reseptor blokéri olarak kullaniimaktadir. Fentanilin
gec etkisi olan termal hiperaljezinin magnezyum
tarafindan engellenmesi NMDA reseptorlerinin
hiperaljezide rol alabilecegini g('jstermektedir?’.

Planlanan bu projede amac¢ 6zgil NMDA
reseptor agonisti olan NMDA ve antagonisti olan
MK-801 (10,20, 50uM) kullanilarak periferal NMDA
reseptorlerinin - agri  bilgisinin  iletilmesindeki
katkilarini ortaya koymak ve etki mekanizmalarina
yonelik bilgilere ulagsmaktir.

modellerde

GEREG VE YONTEM

Butin deneyler igin yetiskin disi Wistar
sicanlar (230-270 g’lik, her kafeste dorder adet
olmak Uzere su ve yiyecek kisitlamasi olmaksizin,
22-24 °C oda sicakhginda ve 12:12 aydinlik-
karanlik dongude tutularak yetistiriimis) kullanild.
Disi siganlar, erkek siganlara nazaran daha az
agresif, daha az hareketli olmalari nedeniyle tercih
edildi

Calismalar, AISP (International Association
for the Study of Pain) ve Cukurova Universitesi
Hayvan Kullanimi ve Bakimi Komitesi tarafindan
deklare edilen kurallara uygun olarak yuratildu.
Bitiin deneyler 22-24 °C oda sicakliinda, sessiz
ortamda gerceklestirildi. Deneye baglanmasindan 5
gln o6nce, deneyin yapildigi ortama getirilerek
siganlarin ortama oryantasyonu saglandi. Ayni

sekilde, deney  dizeneklerine alismalarini
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saglamak icin, siganlar deney yapilmadan 6nce Ug¢
defa en az 30 dakika test cihazlarinda herhangi bir
uygulama yapilmadan (Sekil.1) bekletildi.
ilag uygulamalari siganlarin
pencelerinden intraplantar olarak yapildi.
hichbir ~ uygulama  yapilmayan
pencelerinden alinacak test verileri, lokal ilag
uygulamalarinin  sistemik  bir etki  g&sterip
gOstermediginin belirlenmesi igin kullanildi®.

arka
Ayni

siganin sag

Nosiseptif degisikliklerin degerlendiriimesi

Termal plantar test kullanilarak yapilan
calismalarda, deride herhangi  bir
olusturmadan agri hissi olusturan, sicanlarin arka
pencgelerine  uygulanacak termal bir uyari
sonrasinda hayvanin verecegi bir refleks yanitlar,
pengesini uyarandan geri gekme suresi 6l¢uldu. Bu
testler kullanilarak daha &énce yapilan pek ¢ok
calismada elde edilen bulgular, ilaglarin insanlarda
antinosiseptif ~ aktivitesini  degerlendirmek igin
oldukca etkili anlamh olabilecegini
gOstermektedir.

hasar

ve

Termal Plantar Test

Termal plantar testte, radyan isI kaynagindan
siganin pengesini geri ¢ekme latansi Olgllerek
degerlendirmeler yapilir (Plantar Test). Bu test
yonteminde, herhangi bir kisittama olmadan
serbestce hareket edebilen siganlarin
pengelerine uygulanacak, deride herhangi bir hasar
olusturmadan agr hissi olusturan, termal bir uyar
sonrasinda hayvanin verecegi bir refleks yanit olan

arka

pengesini  uyarandan geri ¢ekme  siresi
Olgilmektedir.
Termal hiperaljezinin  varligi, 25°C ye

ayarlanmis ve sabitlenmis puruzsiz cam zemin
Uzerine plastik bélmeler (10x20x24 cm) konularak
olusturulmus termal uyari sisteminde, hayvanin
ayagini geri gekme latansi olgllerek belirlendi.
Cam tabakanin altinda bulunan hareketli
tutucudaki radyan 1si kaynagi (8 V- 50 W halojen
ampul), arka plantar
bdlgesinin orta kismina termal uyariyr vermek
Uzere vyerlestirildi. Sican agriyr hissedip ayagini

hayvanin pencesinin
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cektiginde, bir fotosel yansiyan i1sik demetindeki
kesintiyi dedekte ederek infrared radyasyon (IR)
jeneratorinin otomatik olarak kapanmasini ve

zaman sayacin durdurarak gecikme zamaninin
olup,

(latans)  belirlenmesini  sagmakta bu

Agrinin iletilmesinde N-Metil

yontemde, gecikme zamani 0,1 s duyarlik
Olgilebilmektedir. Hayvana fazla aci gektirmemek
icin eder hayvan ayagini 20 s’de (cut-off latansi,
CL) cekmemisse 1si kaynagdi otomatik olarak
duracak sekilde ayarlandi.

Sekil 1. Plantar test sistemi. Sistem govde, zaman 6lgme aleti ve Isiticidan olusmaktadir. Govde, sigcanlarin kondugu

cam tabaka ve bunun altinda bir kolla istenen konuma hareket ettirilebilen termal radyan kaynagindan olusur. Zaman
olgme sistemi radyant enerjinin uygulanmaya baslamasi ve siganin pengesini gekmesi arasindaki sireyi olger. Isitici
siganlarin bulundugu cam plakanin ayarlanan sicaklikta kalmasini saglar.

intraplantar uygulamalar ve deney prosediirii
Deneylerde kullanilan test ajanlan
fizyolojik icerisinde hazirlanacak, gerektiginde
NaOH/HCI kullanilarak pH larn 7,2-7,4 olacak
sekilde ayarlandi.  Subkutan6éz intraplantar
enjeksiyonda siganlarin arka pencelerine
arastirilacak test bilesigi (100 pl) siganlara
herhangi bir anestezi yapilmadan verildi. Kontrol
calismalarinda ise test ajani yerine esit miktarda
serum fizyolojik enjekte edildi.
Deneylerde siganlarda uygulamanin yapilimadigi
sag pengeden alinacak kayitlar sol tarafa
uygulanacak ajanlarin sistemik bir etkisinin olup
olmadigini  degerlendirmek igin kullanildi. ilag
uygulama éncesinde alinacak veriler ilag etkinligini
belilemek amaciyla kontrol verileri olarak
degerlendirildi. Ayrica, ilaglarla ayni miktarda (100

serum
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pl) uygulanacak olan serum fizyolojik enjeksiyonu
sonrasinda alinan veriler plasebo ilag uygulamanin
etkisini degerlendirmek ve uygulanan ilacin
hacimden bagimsiz etkinligini degerlendirmek igin
kullanildi.

Calismalarda, spesifik NMDA reseptor
agonisti olan NMDA( 0,2,05,1 mM) ve antagonist
MK-801 (10,20, 50uM) kullanildi. Her bir doz
¢alismasi 10 (n) sigcan Uzerinde gergeklestirildi.

istatistiksel Analiz

Deneyler sonrasinda elde edilecek veriler
ortalama tstandart ortalama hata olarak ifade
edildi. istatistiksel degerlendirmeler repeated
measures of ANOVA ve post-hoc testleri
kullanilarak yapildi.
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BULGULAR

Termal plantar test uygulanan sicanlardan
alinan 60 dakikallk test sonuglari herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol hayvanlarinda ve
ilaglarla ayni hacimde (100 ul) intraplantar olarak
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salin uygulanmis hayvanlarda termal latans
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gorilmedi (Sekil 2).

Spesifik NMDA reseptor antagonisti olan MK-801
doza bagli olara termal anti nosiseptif etkinin
olustugu goézlendi. Ozellikle 50 yM dozda termal

latansi yaklasik 2 katina kadar uzatti (Sekil 2).

-20 0 20

40 60

Zaman (Dakika)

Sekil 2. NMDA reseptor antagonisti MK-801’in doza bagli olarak termal latansa etkisi.

12
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Sekil 3. NMDA reseptorleri icin spesifik bir agonist olan N-metil aspartik asitin (NMDA)

ardindan 60 dakika siresince termal latansa etkisi.

NMDA reseptorleri icin spesifik bir agonist olan N-
metil aspartik asit (NMDA) ancak 1 mM Ik doz
degerinde termal latansta anlamli degisimlere
neden oldu. Bu dozda 60 dakikanin sonrasinda
termal latansta anlamli seviyede azalma meydana
geldi. Bu azalma NMDA ya bagl olarak gelisen
hiperaljezinin gostergesi olarak kabul edildi (Sekil

3).

13

intraplantar uygulamanin

intraplantar NMDA uygulamasinin ardindan
siganlardan 1, 2, 3 ve 24 saat sonra alinan termal
plantar test sonuclari sekil 4'te gosterildi. 0,5 mM
ve 1 mM NMDA hiperaljezik durumun ortaya
cikmasina neden oldu. Ozellikle 1 mM dozunda
baslangi¢ termal latans degeri yaklasik yari yariya
azaldi (Sekil 4).
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Sekil 4. N-metil aspartik asit (NMDA) in intraplantar uygulanmasi sonrasi 1, 2, 3, ve 24 saat sonra alinan termal latans

degerleri.

TARTISMA

Agn bilgisinin iletiimesinde baglangi¢ noktasi
olan primer afferent nosiseptérler mekanik, termal
veya kimyasal uyaranlara yanit veren sinir uglaridir.
Bilginin iletiminden sorumlu duysal néronlar, zararh
ve zararll olmayan uyarana hassas olmalarina, ileti
hizlarina, kalinliklarina ve fonksiyonlarina gére
siniflanabilirler. AB T[llifleri; miyelinli, kahn, hizli
iletimli liflerdir. Normal olarak zararli olmayan
uyarly! iletirler ve dusuk esikli mekanik uyarilara
hassastirlar. AdU orta
kalinlikta ve orta ileti hizindadirlar, hem zararli hem
zararli olmayan uyariy! iletirler. Mekanik ve termal
uyarilara hassas olan bu lifler ani keskin agridan
C miyelinsiz, ince, yavas
iletimli liflerdir. Zararli uyarilari iletirler,  hem
mekanotermik hem de

lifleri; ince miyelinli,

sorumludurlar. lifleri;
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kimyasal uyariya hassastirlar (polimodal
nosiseptorler) ve yanici agridan sorumludurlar®®.
Calismamizda spesifik NMDA reseptor
agonisti olan NMDA ve antagonisti olan MK-801
kullanildi.  NMDA reseptérleri  korteks, bazal
ganglion ve nervoz sistemin duyusal yollarinda
bulunmasinin yani sira non-néral yapilarda ve
periferik lokasyonlarda yer almaktadir’.
Calismamizda intraplantar agonist NMDA
uygulamasi bu reseptorlerin harekete gegmesine
ve agrii  bir uyaranin daha agrih olarak
algilanmasina (hiperaljezi) neden olmustur. Agonist
NMDA'’ nin hiperaljezik etkisi doza bagli olarak (1
mM’ ik doz degerinde termal latansta anlamli
seviyede azalma) hem erken dénemde (ilk 1 saat)
hem de ge¢ dénemde (2-24 saat) ortaya
¢cikmaktadir.  Bilindigi gibi NMDA reseptori
kalsiyuma sodyumdan daha gecirgen olan bir
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proteindir. Hicre icine giren kalsiyum bir ikinci
haberci olarak birgok kimyasal siregte rol
almaktadir.

NMDA reseptdrlerinin aktivasyonu hiicrede bir
takim yeni olaylara yol agmaktadir. NMDA reseptor
kanali dinlenme halinde magnezyum tikaci ile
bloke edilmektedir. NMDA reseptoriinin harekete
gecmesi; norokinin reseptorlerinin hareketine ve
tikacinin oradan kalkarak hucre
icerisine  kalsiyum girmesine ve  onkojen
induksiyonu, nitrik oksit (NO) olusumu ve sekonder

magnezyum

mesajcilarin, fosfolipaz, polifosfoinosit, cGMP,
ekosanoidler ve proteinkinaz C gibi maddelerin
aktivasyonuna yol agmaktadir®*?.

MK-801 potent nonkompotetif NMDA

antagonistidir. MK 801, reseptérun iyon kanallarina
baglanir, bdylece iyon akisini engeller (Ca'?).
Serebral iskemi olusturulan hayvan modellerinde
ve doku kiltirlerinde iskeminin eksitotoksik
sekellerini bloke etmekte, infarkt alanini azalmakta
ve norolojik sonuglarda diizelme saglamaktadir.
Daha oOnce yapilan galismalarda da NMDA
reseptorlerinin tedaviye yonelik ilaglarin, 6zellikle
opioidlerin, analjezik etki mekanizmalarinda en
onemli etken mekanizmalardan oldugu
gosterilmistir ve NMDA reseptorlerinin  blokajinin
hem opioidlerin anti-nosiseptif etkinligini artirdigi
hem de opioid hiperaljezinin ortaya ¢ikmasini
engelledigi gosterilmistir (12.,13). Kronik opioid
tedavisi uygulamasi hastalarda opioidlere karsi
toleransa  velveya hiperaljeziye  neden
olabilmektedir. Siganlarda yapilan bir calismada
tek doz uygulananan MK-801'in spinal kodda
proinflamauar sitokin artisini azaltarak néronlarin
re-sensitizasyonu ile morfinin antinosiseptif etksinin
olustugu gOsterilmigtir. Calismamizda
uyguladigimiz intarplantar antagonist MK-801,
doza bagl olarak anti-nosiseptif etkinin meydana
gelmesine neden olmustur. Ozellikle 50 uM dozda
termal latansi yaklasik 2 katina kadar uzattigi tespit

edilmigtir.
Sonug olarak; periferal NMDA reseptorleri agri
bilgisinin iletimesinde  dominant  bir  rol
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oynamaktadir ve yeni tedavi segeneklerinin
gelistiriimesinde en 6nemli hedeflerden biri olabilir.

Tesekkiir: Projeye verdidi destekten dolayi

Cukurova Universitesi Arastirma Fonuna tesekkiir
ederiz.
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