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ORIJINAL YAZI

Siganlarda Zorunlu Yiizme Testi ile Olusturulan
Depresyon Modelinde Nitrik Oksitin Rolu

Baris UZUNOK, Nevzat KAHVECI, Giildal GULEC

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Bursa.

OZET

Bu ¢alismada, siganlarda Zorunlu Yiizme Testi (ZYT) ile olusturulan depresyon modelinde nitrik oksit (NO) prekiirsorii L-Arjinin’in santral
ve periferik uygulanmasinin depresyon tizerindeki etkisinin incelenmesi amaglandi. Bu amagla sicanlara yiizme testinin ikinci giiniinde,
testten 10 dakika Once intraserebroventrikiiler (i.c.v.) olarak salin (4 pl) veya L-Arjinin (5, 20, 80 pg/4 nl), diger gruba testten 30 dakika
once intraperitoneal (i.p.) olarak salin (1 ml) veya L-Arjinin (100, 500, 1000 mg/kg) uygulandi. I.c.v. olarak uygulanan 20 pg/4 pul L-Arjinin
kontrol grubuna gére hareketsizligi anlamli olarak artirirken (p<0.05), tirmanmay1 anlaml olarak azaltt1 (p<0.05). Lp. olarak uygulanan L-
Arjinin ise, 100 mg/kg ve 500 mg/kg dozlarda kontrol grubuna gore hareketsizligi anlamli olarak artirirken (p<0.001), tirmanma hareketini
anlamli olarak azaltt1 (p<0.001). Buna gore, ZYT ile olusturulan depresyon modelinde NO’in hem santral hem de periferik olarak dozla-
iligkili etkisi oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Nitrik oksit. L-Arjinin. Zorunlu Yiizme Testi. Depresyon.
Role of Nitric Oxide in The Depression Model Induced By Swim Test in Rats

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of central and peripheral injections of a nitric oxide (NO) precursor, L-Arginine on de-
pression, using a depression model induced by Forced Swim Test (FST) in rats. For this purpose, on the second day of the swim test, rats
were pretreated either intracerebroventricularly (i.c.v.) with saline (4 pl) or L-Arginine (5, 20, 80 pg/4 pl) ten minutes before the test, and the
other group received either saline (1 ml) or L-Arginine (100, 500, 1000 mg/kg) intraperitoneally (i.p.) thirty minutes before the test. I.c.v. 20
ng/4 ul L-Arginine significantly increased immobility (p<0.05), while decreasing climbing significantly (p<0.05) with respect to the control
group. 1.p. L-Arginine, at doses of 100 mg/kg and 500 mg/kg, also significantly increased immobility (p<0.001) and decreased climbing
(p<0.001) compared to the control group. Thus, the conclusion was that, NO has both central and peripheral dose-related effects on depres-
sion model induced by FST.
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Depresyon giiniimiiz toplumunun 6nemli hastalikla-
rindan biridir ve baz1 gelismekte olan iilkelerde yay-
gmhg1 yaklasik %21 gibi yitksek degerlerdedir.' Diin-
ya Saglik Orgiitii’ne gore de depresyon fiziksel, duy-
gusal, toplumsal ve ekonomik sorunlara yol acan has-
taliklar arasinda dordiincii sirada yer almaktadir. Sik-
l1g1 ve siiresi yasla giderek artan bu bozukluk yinele-
yici bir hastaliktir ve uzun siireli tedavisi gerekmekte-
dir.? 2020 yilinda, depresyonun diinyay1 en gok etkile-
yecek hastaliklar arasinda ikinci sirada yer alacagi
ongoriilmektedir.’
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Depresyon tedavisinde, ilk farmakolojik yaklagimlarin
ortaya ¢iktig1 1950°li yillardan itibaren hizli gelisme-
ler olmustur. Ancak hala tedaviye yanit vermeyen
hasta oranimin yiiksek olmasi, yanit alinmasi igin ge-
reken siirenin uzunlugu, bu alanda yeni, daha giiclii ve
hizl etkili tedavi arayisinin devam etmesini gerektir-
mektedir. Hayvanlarda bu amagla ¢ok sayida depres-
yon modeli gelistirilmistir. Depresyon arastirmalarin-
da, ozellikle de antidepresan tedavi taramalarinda en
sik kullanilan hayvan modeli “zorunlu yiizme testi”dir
(ZYT).* ZYT’de uygulanan islemler, antidepresif
etkileri tanimlamak icin yaygin olarak kullanilan
Porsolt ve arkadaslarinin (1977) tanimladig1 davranis
testi ile benzerdir.” Testin ilk halinde sadece hareket-
sizlige gecis ve hareketsizlik siiresi dikkate alinirken,
gozden gecirilmis ZYT’de tankin iginde hayvanin
davranislar (yiizme hareketi, tirmanma hareketi, hare-
ketsizlik) kaydedilmekte® ve bes saniyelik periyotlarla
hakim olan hareket tipi degerlendirilmektedir.*
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Nitrik oksit (NO), insan viicudunda yaygin olarak
bulunan, sinir sisteminin atipik nérotransmitter mole-
kiillerinden birisidir.”® Merkezi sinir sisteminde
ndronal islevleri modiile eden bir ikincil mesajc1 ola-
rak islev goriir.® NO, L-Arjinin’den “Nitrik Oksit
Sentaz” (NOS) enziminin katalize ettigi bir tepkimey-
le iiretilir.*’

NO c¢esitli davraniglarn, bilissel ve duygusal siirecle-
rin (6grenme, saldirganlik, hareketlilik, anksiyete ve
depresyon gibi) diizenlenmesinde de rol almaktadir.'”"
' Deney hayvanlari ile yapilan bircok caligmada,
NOS enziminin inhibisyonunun anti-depresif benzeri
davranislara neden oldugu ve bu etkilerin NOS’in
substrati olan L-arjinin tarafindan geri dondirtildigi,
buna bagli olarak NO’in bu davranislarin cevabinda
onemli bir rol aldig1 ileri siiriilmektedir.'>'"!

Bu calismada, siganlarda ZYT ile olusturulan depres-
yon modelinde NO prekiirsorii L-Arjinin’in santral ve
periferik uygulanmasinin depresyon iizerindeki etkisi-
nin incelenmesi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar

Cahigmada Uludag Universitesi Deney Hayvanlari
Yetisgtirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
temin edilen, 56 adet 200-300 gr agirliginda Wistar
cinsi disi siganlar kullanildi. Siganlar deney hayvanlari
merkezinden alinarak sicakligi 18-24°C ve 12 saat
karanlik/aydinlik olacak sekilde 15181 ayarlanmis oda-
da 4-7 tanesi bir kafeste olacak sekilde su ve yem
alimlar1 serbest birakilarak tutuldular. Deneyler etik ve
deney hayvanlari konusunda sertifikali arastiricilar
tarafindan yiiriitiildii ve Uludag Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Etik Kurul’'undan onay alindi. Deneylere Ulu-
dag Universitesi Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesi
tarafindan izin alindiktan sonra bagland1 (11.11.2008,
No0:2008-14/6).

Cerrahi islem

Intraserebroventrikiiler (i.c.v.) enjeksiyonlar icin, eter
anestezisi altindaki sicanlarin kafatasina orta hattin
1,5 mm sag yaninda ve bregmanin 1-1,5 mm arkasin-
da olacak sekilde bir delik agilarak bu delikten sag
lateral ventrikiile, dik olarak ve alt ucu kafatasi yiize-
yinden 4-4,5 mm kadar derinlige inecek sekilde 10
mm uzunlugunda bir kaniil (20 numara hipodermik
paslanmaz c¢elik igneden kesilerek hazirlanan) dik
olarak yerlestirilip Ustte kalan kisim dental akrilik ile
kafatasina tutturuldu. Cerrahi islemler sonunda, hay-
vanlar tek tek kafeslerde tutuldular.

ilaglar

Calismada NO prokiirsorii olarak L-Arjinin kullanildi.
L-Arjinin serum fizyolojik iginde ¢oziilerek giinliik
olarak hazirlandi.
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Zorunlu Yiizme Testi

Sactan yapilmus silindir seklinde, 50 cm yiiksekliginde
ve 27 cm ¢apinda konteynirin i¢i 30 cm’ye kadar su
ile dolduruldu. Suyun sicakligi 24-26°C arasinda tu-
tuldu. Denekler ilk giin 15 dk yiizmeye birakildi ve
sonrasinda kurutularak tekrar kafeslerine yerlestirildi.
24 saat sonra denekler 5 dk siiresince zorunlu yiizme-
ye birakildi. Total siire boyunca hayvanlarin hareket-
sizlik (yalmiz bas kisminin su iistiinde oldugu ancak
hareketsiz kaldig1 yiizme donemleri), yiizme ve tir-
manma paremetrelerini hesaplayabilmek icin video
kaydi yapildi. Kayitlar tarafsiz bir gézlemci tarafindan
5 saniyelik araliklarla skorlama (yiizme, tirmanma ve
hareketsizlik) yapilarak hesaplandi.

Deney Plam

Deney 1: I.c.v. olarak uygulanan L-Arjinin’in depres-
yon lizerine etkisi.

Sicanlar deneyin ilk giiniinde 15 dakika yiizdiiriildii.
16 saat sonra kafa kaniilleri takildi ve ilk ylizmeden 24
saat sonra 5 dakika boyunca tekrar yiizdirildii. Go-
rintiiler bir video kamera araciligtyla kaydedildi. Salin
(4 ul; i.c.v.) veya L-Arjinin (5, 20, 80 pg/4 pl; i.c.v.) 5
dakikalik ylizme testinden 10 dakika 6nce uygulandi.
Her ilag dozu i¢in 7 sigan kullanildi.

Deney 2: Intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanan L-
Arjinin’in depresyon iizerine etkisi.

Siganlar deneyin ilk giiniinde 15 dakika ve ilk ylizme-
den 24 saat sonra 5 dakika boyunca yiizdiiriildi. Go-
riintiiler bir video kamera araciligiyla kaydedildi. Salin
(1 ml) veya L-Arjinin (100, 500, 1000 mg/kg) 5 daki-
kalik yiizme testinden 30 dakika 6nce uygulandi. Her
ila¢ dozu i¢in 7 si¢an kullanildu.

Istatiksel Analiz
Elde edilen sonuglar ortalama + standart hatast olarak
gosterildi. Sonuclarin istatistiksel analizinde “Mann

Whitney-U” testinden yararlanildi. Anlamlilik diizeyi
o = 0.05 olarak belirtilmistir.

Bulgular

Deney 1: I.c.v. olarak uygulanan L-Arjinin’in depres-
yon iizerine etkisi.

I.c.v. olarak uygulanan L-Arjinin 5 pg/4 pl dozda
siganlarin hareketsizlik ve tirmanma hareketleri tizeri-
ne anlamli bir etki gdstermedi. Buna karsilik, 20 pg/4
pl L-Arjinin uygulanan sicanlarda hareketsizlik kont-
rol grubuna gore anlamli olarak artarken (p<0.05),
tirmanma ise anlamli olarak azaldi(p<0.05). Daha
yiiksek dozda L-Arjinin (80 pg/4 pl) her iki paramet-
re {izerine de etkisiz bulundu. I.c.v. L-Arjinin’in yiiz-
me lizerine herhangi bir etkisi saptanmadi (Tablo I).

Deney 2: Intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanan L-
Arjinin’in depresyon iizerine etkisi.



Depresyonda Nitrik Oksit

Lp. olarak uygulanan L-Arjinin, 100 mg/kg ve 500
mg/kg dozlarda kontrol grubuna goére hareketsizligi
anlaml olarak artirirken (p<0.001), tirmanma hareke-
tini anlamli olarak azaltti (p<0.001). Daha yiiksek
dozda L-Arjinin (1000 mg/kg) her iki parametre iize-
rine de etkisiz bulundu. I.p. L-Arjinin’in yiizme iizeri-
ne herhangi bir etkisi saptanmadi (Tablo II).

Tablo I- L-Arjinin’in intraserobroventrikiiler enjeksi-
yonun davranis parametreleri iizerine etkisi

Hareketsizlik Yizme Tirmanma
Kontrol Grubu (n:7) 212+3,1 125+1 | 263+18
L-Arjinin 5 pgld pl- (n: 7) 29,8+2,1 108+23 | 194+1,1
L-Arjinin 20 pg/4 pl - (n: 7) 36 +£29* 105+12 | 135+1,6*
L-Arjinin 80 pg/4 pl  (n:7) 281+42 | 104+14 | 215+38

Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak goste-
rilmistir.
*: kontrol grubuna gore, p<0,05

Tablo II- L-Arjinin’in intraperitoneal enjeksiyonun
davranis parametreleri lizerine etkisi

Hareketsizlik Yizme Tirmanma
Kontrol Grubu (n:7)| 144+2 11,6 +2,1 34+22
L-Arjinin 100 mglkg (n:7)| 33,6 £3,1** | 97+18 |16,7+25"*
L-Arjinin 500 mglkg (n:7)| 34,7 +£22** | 93408 16 £ 1,6
L-Arjinin 1000 mg/kg (n: 7) | 21,3+2,9 9+19 29,7+22

Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak goste-
rilmistir.
*#%: kontrol grubuna gore, p<0,001

Tartisma

Bu calismada bir NO prekiirsorii olan L-Arjinin’in
santral ve periferik uygulanmasimin depresyon para-
metreleri lizerine etkisi arastirildi. L-Arjinin’in her iki
yolla uygulandiginda da dozla iligkili olarak depres-
yonu artirdig1 saptandi. Literatiirde L-Arjinin’in dep-
resyon iizerine etkisi konusunda celigkili sonuglar
bulunmaktadir. Bazi ¢alismalarda rodentlerde uygula-
nan ZYT’de L-Arjinin’in depresyon benzeri etkiye
neden olmadig1 gosterilmistir.”'>* Buna karsilik, Inan
ve ark. ZYT’de farelerle yaptig1 ¢alismada L-Arjininin
doz bagimli olarak depresyon benzeri etkiye neden
oldugunu gostermislerdir.* Gergekten de, hayvanlarda
anksiyete ve depresyon modelleriyle yapilan davranig
caligmalarinin  birgogunda NO aracili noro-iletide
birbirini takip eden karigik bir bifazik etki rapor edil-
mektedir. " L-Arjinin’in  diisik dozlarda anti-
depresan, buna karsilik yiiksek dozlarda prodepresan
etkileri oldugu gosterilmistir.'” Doza bagimli bu etki-
nin nedeni, farkli dozlarda kullanilan farkli biyokim-
yasal yolaklar olabilir.

Bizim ¢alismamizda, L-Arjinin periferik olarak uygu-
landiginda 100 ve 500 mg/kg dozlarda hareketsizlik
stiresini anlamli olarak uzatti, daha yiiksek dozda
etkisiz bulundu. I.c.v. uygulandiginda da yine dozla-

iliskili bir etki saptandi. Literatiirde i.c.v. L-Arjinin’in
kullanildigi bir c¢alisma olmadigindan, sonuglarin
karsilagtirilmast miimkiin olmasa da, periferik ve
santral uygulamanin benzer doz-yanit 6zellikleri gos-
terdigi gozlenmektedir.

ZYT’de NO’in etkisini aragtirmak icin NOS
inhbitorlerinin kullanildigi ¢alismalarda da dozla ilis-
kili sonuglar elde edilmistir.'*'****" Harkin ve ark.,
NOS inhibitorlerinin ZYT’de hareketsizlik siiresini
azaltmada imipramin ile karsilastirilabilecek bir etki
gosterdigini bildirmislerdir.'”” L-NAME ve selektif
néronal NOS inhibitdrii olan 7-nitroindazol (7-NI)
kullanilan bir ¢alismada, ilaglarin diisilk dozlarinda
anti-depresif benzeri etki, yiiksek dozlarinda ise hare-
ketsizlik zamaninda uzama oldugunu tespit edilmis-
tir.'* Inan ve ark., i.c.v. olarak L-NAME uyguladiklar
farelerde de benzer bifazik sonuclara ulagmislardir.*
Bu bifazik etkinin nedeni NO’in NMDA reseptorii-
aracili olaylar {izerindeki pozitif ve negatif modiilator
etkinligi olabilecegi gibi, kullanilan ilaglarin yiiksek
dozlarda olusturduklar1 serebrovaskiiler dolasimda
bozulma ya da hareket kontrolii ve koordinasyonun
kaybr1 gibi yan etkiler de bu bifazik etkinlikten sorum-
lu olabilir.

In vivo calismalarda NO, santral sinir sisteminde
serotonin (5-HT), dopamin (DA), gama-aminobiitirik
asid (GABA) ve glutamat gibi norotransmitterlerin
hiicre dis1 seviyelerinin diizenlenmesinde rol almakta-
dir.*?° NO genellikle nérotransmitter salinmmini ko-
laylastirmakla beraber, bifazik bir etkiye neden ola-
bilmektedir.’” Ornegin, yiiksek dozlarda dopamin
bazal seviyesinde azalmaya neden olmasina ragmen,
diisik dozlarda NO donérleri dopamin saliimini
kolaylastirmustir.®®  L-Arjinin’in  striatal ~dopamin
salimiminda bifazik etkiye yol agtig1 rapor edilmistir.*®
Ayrica, NO’in diisiik konsantrasyonda sinaptik aralik-
tan dopamin geri-alinimini arttirdigi, yiiksek konsant-
rasyonda ise inhibe ettigi gozlenmistir.*’

Caligmamizda, yiizme testi sirasindaki davranislar
hareketsizlik, yiizme ve tirmanma olarak kategorize
edilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, L-Arjinin’e
bagli hareketsizlikteki artisin tirmanma davranigindaki
azalma ile birlikte oldugu, ylizmenin ise anlamli ola-
rak  degismedigi  saptanmustir. Tirmanmanin
katekolaminerjik, yiizmenin ise serotoninerjik ajanlara
duyarli oldugu bilinmektedir.*"* Buna gére L-
Arjinin’in etkisini katekolaminerjik sistem tizerinden
gosterdigi diistintilebilir. Bununla birlikte, NOS inhi-
bitorlerinin anti-depresan benzeri etkileri endojen 5-
HT bagl olabilecegi ileri siiriilmektedir.’* Bir NOS
inhibitorii olan L-NAME’in diisiik ve inefektif dozlart
ZYT’de imipramin ve fluoksetinin davranig {izerine
etkilerini potansiyelize etmistir, ancak noradrenalin
(NA) geri alim inhibitorii olan reboksetin i¢in bdyle
bir etkisi gosterilmemistir.*’** Birgok antidepresan
ajanin etki mekanizmasinda NOS aktivitesi yer almak-
tadir.' Ornegin, selektif serotonin reuptake inhibitérii
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(SSRI) olan paroksetin in-vitro NOS aktivitesini
inhibe ederek hasta plazmalarindaki nitrit ve nitrat
diizeylerini 6nemli miktarlarda azaltmistir™, oysa
imipramin veya sitolopram ile kronik terapi sonucu
incelenen beyin bdlgelerindeki (korteks, hipokampus
ve serebellum) NOS aktivitesinde degisiklik tespit
edilmemistir.*

Sonug olarak, bu calismada elde edilen bulgular, L-
Arjinin’in siganlarda ZYT’de, hem periferik hem de
santral olarak dozla iligkili pro-depresan -etkinligi
olabilecegini ve bu etkinligin de olasilikla
katekolaminerjik sistem iizerinden gergeklesebilecegi-
ni disindiirmektedir. Ancak literatiirdeki ¢eligkili
bulgular mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in daha fazla
calisma yapilmasi gerektigini gostermektedir.
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