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OZET

Bu calismada, Kv7 tipi voltaj kapili potasyum kanali
blokérit olan linopirdinin sicanlarda zorlu ytizme

testindeki (ZYT) etkilerinin gdzlenmesi amaclanmstir.

Materyal ve Metot: Sicanlara ytlizme testinin
glintinde, 15  dakika
intraserebroventrikiler (i.cv.) olarak 9%0,9 NaCl
(4 ub) veya linopirdin (0,1, 1, 10 pug/4 pl) uygulandu.

ikinci testten once

Bulgular: Linopirdin 0,1 pg/4 pl; icv. dozunda
kontrol grubuna gore ZYT'de hareketsizligi anlamhi
azalurken (p=0,003),
olarak artirdi (p<0,01). Linopirdin 1 pg/4 ul ve 10
pg/4 pl; icv. dozlarinda ise kontrol grubuna gore

olarak ytizmeyi anlamlh

hareketsizligi anlamli olarak azaltirken (p degerleri
<0,001), ytuzme (swrastyla, p=0,003 ve p=0,021) ve
tirmanma hareketini (sirastyla, p=0,009 ve p=0,006)
anlamh olarak arturda.

i.cw.

Sonug: Elde sonuclar

uygulanan linopirdinin ZYT modelinde antidepresan

ettigimiz yoldan
ilaclarin olusturduguna benzer etkiler olusturdugunu
gostermektedir. Dolayisiyla Kv7 tipi voltaj kapil
potasyum bloke
antidepresan ilac hedefi olarak degerlendirilebilecegini
dtustinmekteyiz.

kanallarin eden ilaclarin

Anahtar kelimeler: Linopirdin, depresyon, potasyum
kanallar1, zorlu ytizme testi. Nobel Med 2019; 15(1):
41-46
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EFFECT OF LINOPIRDINE ON FORCED
SWIMMING TEST IN RATS

ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to investigate the
effect of Kv7 type voltage-gated potassium channel blocker
linopirdin in Forced Swimming Test (FST) in rats.

Material and Method: For this purpose, on the second
day of the swimming test, rats received %0.9 NaCl (4 ul)
or a Kv7 type voltage-gated potassium channel blocker
linopirdine (0.1, 1, 10 ug/4 ul) intracerebroventricularly
(i.c.v.), 15 min before the test.

Results: Linopirdine at a dose of 0.1 ug/4 ul significantly
decreased immobilisation (p=0.003) and significantly

increased swimming (p<0.01) with respect to the control
grup. Linopirdine at the doses of 1 ug/4 ul and 10 ug/4
ul; i.c.v., significantly decreased immobilisation (p values<
0.00D) and significantly increased swimming (p=0.003
and p=0.021, respectively), and climbing (p=0.009 and
p=0.000, respectively) with respect to the control grup.

that
linopirdine applied through i.cv way produces similar

Conclusion: The results we obtained shows
effects as the anti-depressant drugs in the FST model.
Therefore, we believe that drugs that block Kv7 type
voltage-gated potassium channels can be considered as

antidepressant drug targets.

Keywords: Linopirdine, depression, potassium channels,
forced-swim test. Nobel Med 2019; 15(1): 41-46

GIiRiS

Depresyon insanlarin yasamlar: boyunca %16,6’sin1
etkileyen ciddi bir hastalikur!
Orgtitti'ne  gore  depresyon  fiziksel, duygusal,
toplumsal ve ekonomik yol
hastaliklar arasinda dorduncti sirada yer almaktadir.
Sikligr ve stiresi yasla giderek artan bu bozukluk
yineleyici bir hastaliktir ve uzun stireli tedavisi

Diinya Saghk

sorunlara acan

gerekmektedir. 2020 yilinda, depresyonun diinyay1
en cok etkileyecek hastaliklar arasinda ikinci sirada
yer alacagl ongoriilmektedir. Dtnya genelinde ise
2015 yih i¢in yaklasik 300 milyondan fazla insanin
depresif oldugu bildirilmistir.>?

Depresyon tedavisinde, ilk farmakolojik
yaklasimlarin  ortaya c¢iktugr 1950°li  yillardan
gintmize c¢ok gelismeler olmustur. Tedaviye

yanit vermeyen hasta oraninin yilksek olmasi,
yanit alinmast icin gereken stirenin uzunlugu,
bu alanda yeni, daha gticlit ve hizli etkili tedavi
arayisinin devam etmesini gerektirmektedir. Deney
hayvani modelleri yeni ila¢ gelistirmenin en ¢nemli
basamaklarindan biridir. Hayvanlarda bu amacla
cesitli modeller gelistirilmistir. Bu modeller arasinda
antidepresanlarin etki yollar1 ve depresyonun altinda
yatan norobiyolojik faktorleri aciklamak icin en
stk kullanilanlardan biri “zorlu ytizme testi”dir
(ZYT).** Antidepresan ozellik gosterebilecek ilaclar
icin bir tarama testi olarak Porsolt ve ark. tarafindan
1977 yilinda tamimlannus, daha sonra cesitli
modifikasyonlarla kullanilmaya devam edilmistir.®
Modifiye ZYT’de hayvanin ¢ikamayacag: sekilde su
dolu bir kapta ytizme (yatay diizlemdeki hareketi),
tirmanma (®n pencelerin yukart dogru hareket
ettigi zaman) ve hareketsizlik (en az ti¢ pencesinin
hareketsiz oldugu zaman) davranislari kaydedilmekte

ve bes saniyelik periyotlarla hakim olan hareket
tipi degerlendirilmektedir.*"® Hayvani suyla dolu
kaba yerlestirirken, ilk 6nce kagmak i¢in caba sarf
eder, ancak sonunda davranissal umutsuzlugun bir
oleiistinit yansittig1 dustintlebilecek hareketsizlik
davranisini sergiler.’ Antidepresan ajan
kullanimlarinda total hareketsizlik stiresi kisalirken
ylzme ve trmanma gibi aktf kacis davranis
stirelerinde artis olmaktadir. Ayrica bu modifiye
model ile birlikte, katekolaminerjik antidepresanlar
tirmanma davranisini  secici  olarak artirirken,
serotonerjik ajanlar ytizme davranisini secici olarak
artirmaktadir. Bu nedenle, modifiye edilmis FST,
yeni bir farmakolojik maddenin baskin olarak bu
norotransmitter sistemlerinden birini aktive edip

etmedigini belirlemenin ek yararina sahiptir.'°

Potasyum (K*) kanallar1 uyarilabilir ve uyarilamayan
gosterilmis
kalbin calisma hiz,

hticrelerde membran  kanallaridir.

Bu kanallar, sentezlenen
hormonlarin kana saliverilmesi, kas kontraksiyonu,
instlin sekresyonu, epitelyal elektrolit transportu,
hiicre voliim dtizenlenmesi, hiicre profilerasyonu
ve santral sinir sistemindeki sinyal iletiminde rol
oynayan elektriksel stimuluslarin  olusumunu

saglarlar."

Noronal K* kanallar1, néronal aktivitenin kontroltinde
ve sinir sistemi boyunca sinyal iletiminin yayilmasinda
anahtar role sahiptir.*" Néronal K- kanallarinin
blokaji K”nin hticreden ¢ikisini engelleyerek néronun
uzun streli depolarizasyonuna ve sonu¢ olarak
norotransmitter saliniminda artisa yol agmaktadir.'®
Depresyon icin cesitli terapiler gelistirilmistir ve
bunlar ¢ogunlukla monoamin nérotransmitterlerini
hedef almaktadir.” Antidepresan olarak kullanilan
ilaclarin bir fonksiyonu da K* kanallarini modiile

42

NOBEL MEDICUS 43 | CiLT: 15, SAYI: 1



etmektir. Bu kanallarin modiilasyonu da antidepresan
etkilerinden sorumlu olabilir.*-

Linopirdin (DUP-996), heteroarilmetil derivesinden
(3,3-bis(4-piridinmetil)-1-fenilindolin-2-bir) elde
edilen ve norotransmitter saliniminda artisa neden
olan, K* kanal blokértt bir ajandir.”’?** Linopirdin
selektif Kv7 kanal blokort bir ajandir.?

Bu calismada, sicanlarda ZYT ile olusturulan
depresyon benzeri modelde linopirdinin etkisinin
incelenmesi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD
Hayvanlar

Calismada Uludag Universitesi Deney Hayvanlar
Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden
temin edilen, 56 adet 230-290 gr agirliginda Sprague
Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Sicanlar deney
hayvanlar1 merkezinden alinarak sicakligi 18-24 °C
ve 12 saat karanhk/aydinlik olacak sekilde 1s181
ayarlanmis odada 4-6 tanesi bir kafeste olacak sekilde
su ve yem alimlar serbest birakilarak tutuldular.
Deneyler etik ve deney hayvanlari konusunda
sertifikali arastiricilar tarafindan yuritildd  ve
Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan onay alindi (Karar no: 2008-3/5).

Deney Plani

5 dakikalik ytizme testinden 15 dakika ¢nce sicanlar
gruplara ayrilarak enjeksiyonlar: yapildi:

- Kontrol grubu %0,9 NaCl 4 pl;
Intraserebroventrikiiler (i.cv.), n=14

- Linopirdin 0,1 pg/4 ul; i.cv., n=14
- Linopirdin 1 pg/4 pl; i.cv,, n=14

- Linopirdin 10 pg/4 pl; i.cv,, n=14
Cerrahi islem

Intraserebroventrikiler (i.c.v.) enjeksiyonlar icin, eter
anestezisi altindaki sicanlarin kafatasina orta hattin
1,5 mm sag yaninda ve bregmanin 1,5 mm arkasinda
olacak sekilde bir delik acilarak bu delikten sag
lateral ventrikiile, dik olarak ve alt ucu kafatas
ytizeyinden 4,5 mm kadar derinlige inecek sekilde 10
mm uzunlugunda bir kantil (20 numara hipodermik
paslanmaz celik igneden kesilerek hazirlanan) dik
olarak yerlestirilip tstte kalan kisim dental akrilik
ile kafatasina tutturuldu. Cerrahi islemler sonunda,
hayvanlar tek tek kafeslere yerlestirildi.

ilaclar

Calismada Kv7 kanal blokérti olarak linopirdin
(Sigma-RBI, USA) kullanildi. Linopirdin = %2,5
dimetil stilfoksid, %47,5 polietilen glikol ve %50
90,9 NaCl icinde c¢oztlerek enjeksiyondan hemen
once hazirlandi. Tim maddeler 4 pl’lik hacimlerde
Hamilton enjektértt  kullanmilarak yaklasik 20
saniyede 1 pl hizinda yapilda.

[kinci gtin gerceklestirilen 5 dakikahk ytizme
testinden 15 dakika once sicanlar gruplara ayrilarak
enjeksiyonlariyapildi. Tiim deneyler tamamlandiktan
sonra kantil aracilig1 ile metilen mavisi verilerek,
eter anestezisi altinda iken servikal dislokasyon
uygulanmistir. Beyin dokusu incelenerek sadece
lateral ventrikiillerin boyanip boyanmadigi kontrol
edilmistir.

Zorlu Yiizme Testi

Sactan yapilmis silindir seklinde, 50 cm ytiksekliginde
ve 27 cm ¢apinda konteynirin i¢i 30 cm’ye kadar su ile
dolduruldu. Suyun sicakligi 23-25°C arasinda tutuldu.

Bu testte sican ilk kez suya konuldugunda ortamdan
kurtulmak icin ¢abalar ve ozellikle siirenin sonuna
dogru hareketsiz kalmaya baslar. Test 24 saat sonra
tekrar edildiginde Ogrenilmis caresizlige giren
sicanin cabalama stireleri kisalirken, hareketsiz
kalma streleri uzamaktadir.®2¢

Bu bilgiler dogrultusunda calismamizda sicanlar
ilk gtin 15 dk ytzmeye birakild: ve sonrasinda
kurutularak  tekrar  kafeslerine
Ogrenilmis caresizlik bulgularini saptamak tizere 24
saat sonra denekler 5 dk stiresince ytizmeye birakilda.
Toplam stre boyunca hayvanlarin hareketsizlik
(yalmiz bas kisminin su istinde oldugu ancak
hareketsiz kaldigi dénemler), ytizme ve tirmanma
parametrelerini hesaplayabilmek icin video kaydi
yapildi. Kayutlar tarafsiz iki gozlemci tarafindan bes
saniyelik araliklarla skorlama (ytizme, tirmanma ve

hareketsizlik) yapilarak hesaplandi.’

yerlestirildi.

istatistiksel Analiz

Veri setinde yer alan o6lctimle belirtilen degiskenler
ortalama ve standart hata ile birlikte gosterilmistir.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro
Wilk testi ile test edilmistir. Normal dagilim gésteren
degiskenlerin 4 grup karsilastirmalar1 icin ANOVA
farklilk  bulunan
ile

testi  kullamilmistir.  Anlamh
degiskenlerde kontrol grubu diger gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlilik Dunnet testi ile test

edilmistir. Normal dagilim gstermeyen degiskenlerin
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Hareketsizlik skoru
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Kontrol grubu Linopirdin Linopirdin Linopirdin
0,1 pg/4 pl 1 pg/4 pl 10 pg/4 pl

Sekil 1. Linopirdinin intraserabroventrikiiler enjeksiyonunun hareketsizlik skoru tzerine etkisi (ortalamaz-standart hata).
Kontrol grubuna gdre, *p<0,01, **p<0,001 / Dunnett post-hoc testi

Yiizme skoru

H %

Kontrol grubu Linopirdin Linopirdin Linopirdin
0,1 pg/4 pl 1 pg/4 pl 10 pg/4 pl

Sekil 2. Linopirdinin intraserabroventrikiiler enjeksiyonunun yiizme skoru Gzerine etkisi (ortalamazstandart hata).
Kontrol grubuna gdre, “p<0,05, **p<001, **p<0,001 / Bonferonni diizeltmeli Mann Whitney U testi

Tirmanma skoru
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Kontrol grubu Linopirdin Linopirdin
0,1 pg/4 pl 1 pg/4 pl 10 pg/4 pl

Sekil 3. Linopirdinin intraserabroventrikiler enjeksiyonunun tirmanma skoru dzerine etkisi (ortalamastandart hata).
Kontrol grubuna gdre, “p<0,01 / Bonferonni diizeltmeli Mann Whitney U testi

4 grup karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi, ikili
karsilastirmalar icin Bonferonni diizeltmeli Mann
Whitney U testi kullanilmistir. Calismanin istatistiksel
analizlerinde 1. tip hata 0,05 (p<0,05) alinmistir.

NOBEL

BULGULAR

Hareketsizlik skoru 4 grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkhilik gostermistir (F=12,781;
p<0,001). Post hoc Dunnett testi linopirdinin tiim
dozlarinda (0,1, 1 ve 10 pg/4 ul hareketsizlik
skorunu kontrol grubuna gore anlamh olarak
azalttigini gostermistir (p<0,01, Sekil 1).

Ytuzme skoru 4 grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklhilik gostermistir (p=0,001). Post hoc
Bonferonni dtizeltmeli Mann Whitney U testi
linopirdinin tim dozlarda (0,1, 1 ve 10 npg/4 nl)
ytizme skorunu, kontrol grubuna gore anlaml bir
sekilde arttirdig1 gozlenmistir (p<0,05, Sekil 2).

Tirmanma skoru 4 grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli  farklilik  gostermistir  (Ki-kare=15,865;
p<0,001). Post hoc Dunnett testi linopirdinin sadece
1 pg/4 ulve 10 png/4 pl dozlarinda tirmanma skorunu
kontrol grubuna gore anlamli olarak artirdig
gozlenmistir (p<0,01, Sekil 3).

TARTISMA

K* kanallari néronal uyarilmanin kontroliinde énemli
bir role sahiptir. K* kanallarinin blokaji nérondan
K* cikisini engelleyerek depolarizasyona ve bunun
sonucunda da norotransmitter saliverilmesinde
artisa neden olmaktadir.'

Li ve ark. Kv74 kanallarinin dopamin salinimi ile
iliskisini gosterip, bunun depresyon tedavisine
alternatifbir yol olabilecegini vurgulamistir.”” Dawson
ve Routledge farkli K* kanallarinin striatal dopamin
ve serotonin dtizeyleri tizerine etkilerini incelemistir.
Buna gore Ca™ ile aktive olan K* kanallarindan
biri olan SK_ (ktgiik gecirgenli kalsiyum bagimh
potasyum kanali) kanallarini selektif olarak acan
apamin isimli peptit santral sinir sisteminde serotonin
artist yaparken, voltaj bagimh K= kanal blokort
dendrotoksin dopamin artisina, TEA doz-bagimh
dopamin ve doz-bagimsiz olarak serotonin artisina,
4-AP ise dopamin konstrasyonunda artisa neden
olmaktadir.!” Sican hipokampal dilimlerinde yapilan
bir baska calismada da, 4-AP doz bagimh olarak
noradrenalin diizeyinde artis yaparken, asetilkolin
salimminda degisiklige neden olmamistir.?® Farkli
K* kanal blokorleri ve acicilariyla yapilan bir baska
calismada ise, farelerde ZYT ile olusan hareketsizlik
stiresinin dtizenlenmesinde K* kanallarinin ¢nemi
gosterilmistir.”! Ayrica sicanlarda SK_ kanallarinin
bloke edilmesiyle dorsal rafe noronlarinda direkt
bir serotonin artist oldugu gosterilmistir.?® Selektif
GABAA reseptor analogu olan nitrazepam ile yapilan
bir hayvan calismasinda ise gosterilen antidepresan

MEDICUS’
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benzeri etkiden K* kanallar1 sorumlu tutulmustur.?
Sicanlarda yapilan bir bagka calismada ise ATP
duyarli K* kanallarinin antidepresan benzeri etkiden
sorumlu oldugu gosterilmistir.*

Santral sinir sistemi tizerinde yapilan calismalarda
linopirdinin Kv kanallarina olan selektif blokaji
sonucu depolarizasyona ve bunun sonucunda da
asetilkolin ve noradrenalin saliverilmesinde artisa
neden oldugu gosterilmistir.>** Linopirdin sican
beyninde asetilkolin saliverilmesini artirmasi
nedeniyle dzellikle 5grenme ve bellek performansinin
degerlendirildigi modellerde calisilmistir.?*>*

Depresyon tedavisinde yaygin olarak kullanilan
trisiklik antidepresan ve secici serotonin geri alim
inhibitorlerinin (SSRI) antidepresan etkilerinde G
protein aracili K* kanallarinin etkili olabilir.*>2° Ayrica
noradrenalin gerialim inhibitérleri ZYT modelinde
“tirmanma” davranisini artirirken, SSRI'lar ytizme
davranisimi  arttirmaktadirlar**” Noradrenalin ve
serotoninin her ikisini birden artiran ilaclar ise hem
tirmanma hem de ytizme davranisini artirmaktadir.””

Biz de calismamizda tek bir K* kanalinin etkisini
gosterebilmek icin Kv7 kanallarina selektif bir ajan
olan linopirdini kullandik. Dtistik kan-beyin bariyeri
gecisi ve yart omrtntin kisa olmasi nedeniyle ajani
i.cv. olarak kullanmay: tercih ettik. Gunliik olarak

%2,5 dimetil stlfoksid, %47,5 polietilen glikol
ve %50 %0,9 NaCl icinde ¢ozerek hazirladigimiz
linopirdin ¢ozeltisi icin literatiirle uyumlu dozlar
referans alinmistir”® Depresyon mekanizmasinda
linopirdinin benzer sekilde uygulandigi calisma
olmamasina ragmen; elde ettigimiz sonuclar genel
K kanallan ile yapilan calismalarin sonuglarina
benzer bulunmustur. Tim dozlarda hareketsizlik
stiresi kisalirken, ylzme ve tirmanma streleri
uzamistir. Ayrica tirmanma hareketinde doz bagiml
bir etki de saptanmustir. Literattr bilgileri 1s1g1nda
K* kanallarinin serotonin ve noradrenalin diizeyleri
tizerindeki etkileri ve bu nérotransmitterlerin artan
kan diizeylerinin ytizme ve tirmanma davraniglarini
artiricl etkisi goz ontine alindiginda calismamizin
sonuglart linopirdinin de benzer bir yol ile etkili
olabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

SONUC

Sonug olarak, bu calismada elde edilen bulgular,
linopirdinin sicanlarda ZYT de antidepresan ilaclara
benzer bir etkinliginin olabilecegini ve bu etkinligin
de olasilikla noradrenerjik ve serotonerjik sistem
tizerinden gerceklesebilecegini dustindiirmektedir.

*Yazarlar herhangi bir c¢ikar iliskisi icinde

bulunmadiklarini bildirmistir.
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