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OZET

Bu calismada, sicanlarda Zorlu Yizme Testi (ZYT) ile olusturulan
depresyon modelinde Kv7 tipi voltaj kapili potasyum kanallarinin depresyon
uzerindeki etkisinin incelenmesi amaglandi. Bu amagcla siganlara yuzme
testinin ikinci gininde, testten 15 dakika 6nce intraserebroventrikiler (i.c.v.)
olarak %0,9 NaCl (4 ul) veya Kv7 tipi voltaj kapili potasyum kanal blokdru
olan Linopirdin (0.1, 1, 10 pg/4 pl) uygulandi. Linopirdin (0.1 pg/4 pl; i.c.v.)
kontrol grubuna goére hareketsizligi anlamli olarak azaltirken (p<0.01),
ylzmeyi anlamli olarak arttirdi (p<0.01). Linopirdin (1 ug/4 pl ve 10 pg/4 ul;
i.c.v.) kontrol grubuna gore hareketsizligi anlamli olarak azaltirken (p<0.001),
yuzme ve tirmanma hareketini anlamli olarak arttirdi (p<0.05).

Elde ettigimiz sonuglar i.c.v. olarak uygulanan Linopirdin’in anti-
depresan benzeri etki gdsterdigini diuslndirmektedir. Buna goére, ZYT ile
olusturulan depresyon modelinde Kv7 kanallarinin etkisi oldugu sonucuna

varildi.

Anahtar kelimeler: Linopirdin, depresyon, potasyum kanallari,

intraserebroventrikiler.



SUMMARY

Effect of Linopirdine on Depression-induced Rats

In this study, we aimed to investigate the effect of Kv7 type voltage-
gated potassium channels on depression in a Forced Swimming Test (FST)-
induced depression model in rats. 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 pg/4 ul)
intracerebroventricularly (i.c.v.), 15 min before the test. Linopirdine (0.1 ug/4
) significantly decreased immobilisation (p<0.01) and significantly increased
swimming (p<0.01) with respect to the control grup. Linopirdine (1 pg/4 pl
and 10 pg/4 pl; i.c.v.) significantly decreased immobilisation (p<0.001) and
significantly increased swimming and climbing (p<0.05) with respect to the
control grup.

Our results suggest that Linopirdine has an antidepressant-like
effect. Thus, we conclude that, Kv7 channels contribute to the FST-induced
depression model.

Key words: Linopirdine, depression, potassium channels,

intracerebroventricular.



GIiRIS

Depresyon, Kkiginin sosyal iglevlerini ve gunliuk yasama dair
etkinliklerini rahatsiz edecek, bozacak dereceye ulasmis Uzuntlu, melankoli
veya keder durumudur.

Depresyon, psikiyatri alaninin en sik gorulen sorunudur ve
psikiyatrinin  “soguk alginli§gi” olarak tanimlanmaktadir. Dinya Saglik
Orgiti’'niin 2001 yilinda yayinladi§i rapora gére, 340 milyon kisinin klinik
tanimlara uygun depresyon yasadigi tahmin edilmektedir. Ayni raporda 2020
yilina varildiginda, depresyonun c¢alisma yasamini etkileyen rahatsizliklar
arasinda ikinci sirayi alacagi tahmin edilmektedir. Depresyonun yayginhgi ile
ilgili yapilan s6z konusu tespit, bu karmagsik duygulanim halinin, gencinden
yaslisina, fakirinden zenginine bir ayirirm yapmadidi gorusuyle de
birlegtirilebilir. Dolayisiyla, depresyonun hem klinik mudahale, hem de
arastirma amaciyla olgumunu  yapabilmek arastirmacilarin  temel
odaklarindan biri olmustur.

Depresyon patofizyolojisi ve antidepresanlarin etki mekanizmalari ile
ilgili artan bilgi birikimine ragmen, hastaligin tedavisine yuksek oranda yanit
alinamamasi veya yanitin gecikmesi gibi klinik sorunlar nedeniyle, bu alanda
yapilan ¢alismalar 6nemini korumaktadir.

Depresyonda potasyum (K*) kanallarinin rolii birgok galismada
g6sterilmistir. Ancak son yillarda K* kanallarinin alt gruplarinin tanimlanmasi,

bu kanallardan hangisinin daha etkili oldugu sorusunu gindeme getirmistir.

Depresyon Hakkinda Genel Bilgiler

Uzlntl, melankoli veya keder durumu olan depresyon, ginimiiz
toplumunun 6nemli hastaliklarindan biridir ve bazi gelismekte olan ulkelerde
yasam boyu yayginhigi yaklasik %21 gibi ylksek degerlerdedir (1). Dinya

Saglik Orgiiti'ne gére depresyon fiziksel, duygusal, toplumsal ve ekonomik
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sorunlara yol acan hastaliklar arasinda dordincu sirada yer almaktadir.
Sikligi ve suresi yagla giderek artan bu bozukluk yineleyici bir hastaliktir ve
uzun sdureli tedavi gerektirmektedir (2, 3). Bununla birlikte depresyon birey
kadar, gevresi ve bakimini Ustlenenler Gzerinde de olumsuz etkiler yaratir. Bu
nedenlerle ciddi bir halk saghg problemi olarak éne gikmaktadir. Ustelik
depresyon, kolayca tanindigi ve tedavi edilebildigi yonundeki onyargiya
ragmen yeterince tanisi konamayan ve tedavisi yapilamayan bir bozukluktur
(4).

Depresyon tedavisinde, ilk farmakolojik yaklagimlarin ortaya ciktigi
1950’li yillardan itibaren hizli gelismeler olmustur. Ancak tedaviye yanit
vermeyen hasta oraninin yuksek olmasi, yanit alinmasi igin gereken surenin
uzunlugu, bu alanda yeni, daha guclu ve daha hizli etkili tedavi arayisinin
devam etmesini gerektirmektedir. Insanlarda yeni tedavi ydntemlerinin
arastinimasindaki zorluk nedeniyle hayvanlarda c¢ok sayida depresyon
modeli gelistiriimistir. Ancak depresyon psikolojik, davranigsal ve fizyolojik
duzeylerde belirtiler veren heterojen bir hastaliktir. Tani sistemlerindeki
gelismeyle insanda depresyon tani ve tedavisi ile ilgili daha ayrintili calismak
muUmkuin olduysa da, hayvanlarda depresyonun bircok temel belirtisini
(sugluluk dusunceleri, intihar dusuncesi gibi) modellemek mUmkan
goérinmemektedir (5).

Siklikla hayvan modelleri, insan psikopatolojisi de dahil, insanlarda
gorulen bir durumu hayvanlarda taklit edecek sekilde hazirlanmis deney
duzenekleridir. Depresyonda gelistirilen modeller, sendrom olarak insandaki
depresyonu karsilamaktan c¢ok, belirli belirtilere, daha da sik olarak
insanlarda gecerli oldugu distnulen hipotetik streglere (6grenilmis caresizlik
gibi) yoneliktir. Depresyonun etiyolojisinde 6nemli rol oynadigi dusunulen
“stres” kullanilarak, sonuglari depresyon belirtilerine benzerlik gosterecek
sekilde, cesitli etiyolojik modeller de calismalarda uygulanmaktadir.
Depresyon arastirmalarinda, Ozellikle de antidepresan tedavi taramalarinda

en sik kullanilan hayvan modeli “Zorlu Yuzme Testi"dir (ZYT) (5).



Zorlu Yiizme Testi

ZYT, Porsolt’'un, 6grenmeyle ilgili kullanilan bir bagka test olan Morris
su tanki modelinde, su tanki igerisinde platformu bulamayan siganlarin bir
sure sonra hareketsiz kaldiklari gozleminden yola ¢ikarak gelistirdigi bir testtir
(5, 6). Bu testte bir sican ya da fare, su doldurulmus bir silindir tanka
konuldugunda, hareketsiz kalincaya kadar gegen sure ve belli bir sire iginde
ne kadar hareketsiz kaldigi dlgtilmektedir. Ayrica 24 saat sonra tekrar tanka
yerlegtirilirlerse hareketsizlige kadar gegen surenin daha da kisaldigi goralur.
Hareketsizlik, kagmaya yonelik davranista israrin kaybolmasi “davranigsal
umutsuzluk” olarak yorumlanir (1, 5, 7-9).

Testin bu ilk halinde sadece hareketsizlie gecis ve hareketsizlik
suresi dikkate alinirken, gézden gegcirilerek modifiye edilen ZYT'de tankin
icinde hayvanin davraniglari (yizme hareketi, tirmanma hareketi,
hareketsizlik) kaydedilmekte (10) ve bes saniyelik periyotlarla hakim olan
hareket tipi de degerlendiriimektedir (5, 7).

Test Oncesi hareketsiz doneme gegisi azaltmak icin bir gun
oncesinden yuzmeye maruz birakilan denekler ikinci teste alinmaktadir (11,
12).

Potasyum Kanallari Hakkinda Genel Bilgiler

K* kanallari uyarilabilir ve uyarilamayan hiicrelerde gdsterilmis
membran proteinleridir. Bu kanallar, kalbin c¢alisma hizi, sentezlenen
hormonlarin kana saliverilmesi, kas kontraksiyonu, insulin sekresyonu,
epitelyal elektrolit transportu, hicre volum duzenlenmesi, hucre
profilerasyonu ve santral sinir sistemindeki sinyal iletiminde rol oynayan
elektriksel stimuluslarin olusumunu saglarlar (13).

Noronal K™ kanallari, néronal aktivitenin kontroliinde ve sinir sistemi
boyunca sinyal iletiminin yayllmasinda anahtar role sahiptir (14-17). Néronal

K* kanallarinin blokaji K”un hiicreden g¢ikisini engelleyerek néronun uzun



sureli depolarizasyonuna ve sonug olarak norotransmitter saliniminda artisa
yol agmaktadir (18).

Kalpte olugan aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazindan K"
kanallari sorumludur (19). Vaskuler duz kaslarda ise depolarize olan hlicrenin
repolarizasyonu ve dinlenim  potansiyelinin  surdurtlmesi,  hucre
metabolizmasi ve uyarilabilirliginin duzenlenmesinden (vazokonstriksiyon ve
vazodilatasyon) bu kanallar sorumludur (20).

Damar endotelinde iyon kanallari; endotel ve duz kas hucrelerinin
istirahat zar potansiyelinde, sinyal iletiminde ve uyari-sekresyon eslesmesinin
kontrol edilmesinde énemli roller oynamaktadirlar. Genel anlamda, hem duz
kas hucreleri hem de endotel hucrelerinin kanal aktiviteleri ve bunun sonucu
olarak da membran potansiyeli, kan akimini belirlerler. Endoteldeki K* kanal
akimlari; vazoaktif faktorlerin salinimi, mekanik kuvvetler, kan akimi, basing
ve metabolik kogullardan etkilenir (21).

Solunum sistemi dokularinda cesitli tipte K* kanallari bulunmaktadir
ve bu kanallarin aktivasyonu, hlcrenin hiperpolarizasyon veya
repolarizasyonu sonucunda bronkokonstriksiyon, otonomik sinirlerden
norotransmitter salinimi ve epitel hucrelerinden elektrolit sekresyonu gibi
cesitli solunum yolu fonksiyonlarinin modulasyonuna yol agmaktadir (22, 23).

K" kanallari renal epitel tarafindan olusturulan elektrolit dengesi icin
gerekli olan hiicresel K" doénglsiinde kritik rol oynar (24, 25); B ve T
hdcrelerinin hiperpolarizasyonu, mitogenez ve immun cevapta proliferasyon
icin gereklidir; isitsel iletimdeki mekanosensdriyal hucrelerin elektriksel iletimi
K" kanallarinin gegis kinetiklerine baghdir; eritrositlerde voliim regilasyonu
ve hiicre seklinin korunmasinda da K* kanallari gérev alir (24).

K" kanallarinin agilmasi baslica iyonlar, kiiglk organik molekiiller ve
proteinlerin (Ca™, ATP, cAMP ya da G-protein sublinitleri) hiicre igerisindeki
dizeyi ve membran voltajjinda olusan degisiklikler tarafindan
duzenlenmektedir (16, 26).

Doku fonksiyonlarini kontrol eden bu kanallarin aktiviteleri hastalik

durumlarinda degisebilir. Hipertansiyon, Alzheimer, epilepsi, Myastenia
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gravis, Uzamis-QT sendromu gibi tedavisi ginumuzde pek mimkin olmayan
bazi hastaliklarin molekuler temeli son zamanlarda arastiriimaya
baglanmigtir. Bu arastirmalara gore, bazi iyon kanallarinda meydana gelen
genetik mutasyonlarin kanal fonksiyonlarini olumsuz etkileyebilecegi ve
bunun sonucunda yukarida belirtilen hastaliklar gibi bazi ciddi doku fonksiyon
bozukluklarinin olusabilecegi bildirilmistir (24).

Virusten insana kadar hemen hemen butin organizmalarda
bulunmalari ve kalp hastaliklari gibi yasamsal risk tasiyan bazi hastaliklarin
nedeninin K kanallarindaki fonksiyon bozuklugundan kaynaklandiginin
anlasilmasindan sonra bu kanallara olan ilgi gok artmistir (16, 27).

K* Kanallarinin Gesitleri

Uluslararasi Farmakoloji Birligi, K™ kanallarinin temel yapisi ve kanal
proteinlerinin filogenetik iliskisini standardize etmek icin ¢alismaktadir. Kabul
goéren bu siniflandirmaya gore, K™ kanallari dort gruba ayrilmistir (28);

1- Voltaj-Kapili K* Kanallari

2- Kalsiyumla Aktive Olan K* Kanallari

3. ice Yoneltici K Kanallari

4. 2 Porlu K* Kanallari

1. Voltaj-Kapili K" Kanallari

Voltaj-kapil K" (Kv) kanallart 12 farkli aileden (Kv1- Kv12)
olusmaktadir. Kv1 kanallari ise 8 farkli aileden (Kv1.1- Kv1.8) olusmaktadir
(28-30). Tum Kv kanallarin yapisal karakteristikleri ve tetramerin alfa (a ve A)
subdnitleri benzerdir. Alfa subunit, membrani 6 kez kateder ve N ile C
terminalleri hiicre iginde lokalizedir. K kanallarinda yapi-aktivite iligkisini
aydinlatmaya yonelik yapilmig olan galismalar daha ¢ok Kv kanalinda poru
meydana getiren S5 ve S6 segmentleri ve voltaj sensérl segmentlerinden
(S1-S4), S4 segmenti Uzerinde yogunlagsmistir. S4 disindaki diger voltaj
sensor segmentlerinin (S1-S3), kanal fonksiyonlari Gzerindeki direkt etkileri
henluz aydinlatiimamigtir. Ayrica, bu segmentlerin depolarizasyon sirasinda
hareket edip etmedikleri hala merak konusudur (13, 31-34). S5 ve S6

transmembranel kisimlar arasi P bélgesi adini almakta ve K* buradan
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gecmektedir (24, 28-30, 35), S4 transmembranel kisim ise (+) olarak sarj
olmakta ve voltaja duyarli kismini olusturmaktadir (Sekil-1) (16, 17, 24, 29,
30, 35).

hicre digi

RARARRRRRAR
LELELLELLLY

hiicre igi

00~

Sekil-1: Kv kanallarinin yapisi.

Hiicre depolarize oldugu zaman voltaja duyarli alan sarj olarak K"
kanali agilmakta ve K* gegisine izin vermektedir. Bylece depolarize olan
hdcrenin repolarize olmasi saglanmis olur. N terminalinin yanindaki T1 diye
adlandirilan protein, kanalin voltaja duyarliigini modile etmekte ve ayrica 8
subuniti (KvB) ile arasindaki K" iliskisine yardimci olmaktadir. Por ile voltaj
sensor kisminin fonksiyonel olarak birbirleriyle bagintili oldugu sanilmaktadir;
membran depolarize oldugunda sensor kisminin hareketlenerek por kismina
sinyal gonderdigi ve bunun sonucunda kanal kapisinin acildigi
varsayllmaktadir (13, 36).

Kalp dokusunda bulunan K* kanallari daha gok voltaja duyarli K"
kanallari (Kv)ydir. Kalpteki Kv kanallarinda herhangi bir nedenle meydana
gelen fonksiyon bozuklugu ciddi kalp rahatsizliklarina neden olabilir. Ornegin
Uzamig-QT sendromu, élumcul ventrikuler aritmilere neden olabilen bir kalp
hastaligidir. Bu sendromun, kalpteki Kv kanallarinda meydana gelen genetik
mutasyonlardan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Bu mutasyonlar sonucu K*

kanali normalden daha uzun bir sire kapali kalir. Atrial fibrilasyon



hastaliginda ise KCNQ geninde meydana gelen genetik mutasyonlarin rolu
oldugu ve bu mutasyonlarin Kv fonksiyonlarinda artis sagladigi rapor
edilmistir (13, 17, 37).

Yapilan birgok calismada K* kanallarinin, santral sinir sisteminin
cesitli kesitlerinde nérotransmitter saliniminin dizenlenmesinde 6nemli rol
aldigini gostermektedir. Sican ve fareler Uzerinde yapilan bu c¢aligmalarda
ayni zamanda depresyonla da iligkisi gdsterilmistir (38-41).

2. Kalsiyumla Aktive Olan K" Kanallari

Kalsiyum bagimh K* kanallarinin (Kca), Kv kanallari gibi gok gesidi
yoktur, temel olarak kanalin iletmesine bagll olarak 3 farkh aile altinda
siniflandinimistir. Bunlar genellikle blyuk (BKca), orta (IKca) ve kiguk (SKca)
gecirgenli kalsiyum bagimh K™ kanallar olarak adlandiriimaktadir (42, 43).
BKca Ve SKca'nin birgok alt tipi tanimlanmistir (28, 43). Butin Kca kanallarinin
yaygin ozelligi, sitoplazmik Ca™ konsantrasyonunun artmasi ile aktive
olmasidir, fakat BKc, kanallari ayni zamanda voltaja da duyarlidir (43, 44).

Tim SKca kanallarinin a subunitinin yapisi, Kv kanallarininkine ¢ok
benzerdir. 6 transmembranal kisim ve 1 P bolgesi ile hicre ici N ve C
terminalinden olusmaktadir (43, 44). SKca kanallarinin 4. transmembranel
bdlumu farkh olarak daha az sarj olmakla birlikte voltaja duyarsizdir. Ayrica,
SKca kanallarinin C terminali, kalmodulin-baglayici parca (CaMBD) olarak
adlandirilir ve kanal kalmodulin ile birlikte Ca*? tarafindan regiile edilmektedir
(Sekil-2) (26).
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+ hiicre disi
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Sekil-2: SK kanallarinin yapisi.

BKca kanalinin a subuniti ile Kv kanallari; 6 transmembranel yapi, P
bolgesi ve tetramer vyapisindan olusmaktadir. Bununla birlikte, Kv
kanallarindan farkl olarak, BKc,; kanalinin N terminali hticre disindadir ve “0”
domain yapisi bulunmaktadir. C terminali hiicre igindedir ve yapisinda
“kalsiyum topu” icermektedir, kalsiyum baglandiginda kanal aktive olarak
yapisina RCK (K™ taginim regilatéri) katiimaktadir (Sekil-3) (45).

hiicre disi
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Sekil -3: BK kanallarinin yapisi.



BKca kanallar kiguk miyojenik damarlarda yodun olup membran
potansiyelinin korunmasina katkida bulunmaktadir (20).

3. ige Yoneltici K* Kanallari

ice yoneltici K™ kanallari (Kir), 7 farkli aileden (Kirl-Kir7) ve bu aile de
farkh alt tiplerden olugsmaktadir. 2 transmembranel kisim ve 1 P bdlgesinden

olugsmaktadir. N ve C terminali sitoplazmada yerlesmigstir (Sekil-4) (28, 46).

hlcre digl ,
RRARRR|1 2| RRARKRARRRR
CELLEE P | |YNLULYLLLYY
hiicre ici
. 7
H,N GIRK

Sekil -4: Kir3 kanalinin yapisi.

Bu tir K" kanallari hemen hemen tiim endotel hiicrelerinde
tanimlanmistir. Bu kanallar tek yonli agilan bir kapak veya bir diyot devre
elemani gibi calisan, ancak anormal sekilde membran hiperpolarize
oldugunda aktive olup acilan, depolarize oldujunda ise kapanan K*
kanallandir (21).

Ozellikle 2 Kir kanali digerlerinden farklilik gdstermektedir: G-protein-
bagdimli Kir kanall (GIRK ya da Kir3 olarakta adlandirilir) ve ATP-duyarh Kir
kanallari (Katp) (47). Katp kanallarinin ise 2 subuniti bulunmaktadir: Kir6 ve
SUR (Sulfonylurea Reseptér). SUR, 17 transmembranal bir protein ve 2
nukleotid baglayici kivrimdan (NBF) olusur (Sekil-5) (48, 49). Kir6 proteinleri

K" transportunda, SUR sublinitesi ise kanal aktivitesinin diizenlenmesinde rol



almaktadir. Pankreasin beta () hucrelerinde Karp kanall insulin saliniminin

kontrolinden sorumludur (49).

outer
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Sekil-5: Kir6 kanalinin yapisi (Kir6 ve SUR (Sulfonylurea Reseptoér) yapilarini
icermektedir).

Memelilerde Kir3 kanal ailesinin 4 subUniti tanimlanmigtir. Bu
kanallardan Kir3.1 ve Kir3.2 beyinde yaygin olarak bulunmaktadir ve 6zellikle
agri yolaginda ¢ok 6nemli kanallardir (Kir3.3 degil). Kir3.2 homomultimer
yaplya sahip olup 6zellikle substantia nigra ve ventral tegmental bdlgede
yogundur ve bloke oldugu durumlarda spontan epileptik ataklara neden
olmaktadir. Kir3.1 ve Kir3.4 heteromultimer yapida olup atriumlarda yogun
bulunur ve bloke oldugu durumlarda tasikardiye sebep olur. Bu kanallar
ndronal uyarilabilirlik ve kalp hizinin regulasyonunda onemli role sahiptirler
(15, 50, 51).

Kir kanallari kuguk capli arterlerde yogun olup membran dinlenim
potansiyeli ve damar tonusunun korunmasina katkida bulunmaktadir (20).

Vaskuler duz kaslarda anjiotensin, endotelin, vazopressin,
norepinefrin, histamin, serotonin ve néropeptid Y gibi ¢esitli vazokonstriktorler
‘protein kinaz C” (PKC) aktivasyonu sonucunda Kir6 kanallarinin
fonksiyonunu inhibe eder. Kalsitonin gen iligkili peptid (CGRP), adenozin ve
izoprenalin gibi vazodilatator etkili ajanlar “protein kinaz A” (PKA) Uzerinden

etki ederek, Kir6 kanallarinin aktivasyonunu saglar (20).

10



4. 2 Porlu K* Kanallari
2 porlu K* kanal (Kzp) ailesinin 14 Gyesi gosterilebilmistir (28, 52). iki
a yapisi igceren Kyp kanali, hucre zarini dort kez kateden transmembranal bir

yapi ile iki pordan olusmaktadir (Sekil-6) (47).

hicre digi

RRRRAR| 1 o|RRRR|3 4 |RARRAAS
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Sekil -6: Kyp kanalinin yapisi.

H

Bu kanallarin farmakolojik karakterleri iyi bilinmemektedir. Ozellikle
spinal kordun dorsal boynuzunda superfisyal tabakada (lamina | ve 1I)

yogundur (53), agr1 yolaginda anahtar rol oynadigi disunulmektedir (47).

Linopirdin

Linopirdin  (DUP-996), heteroarilmetil derivesinden (3,3-bis(4-
piridinmetil)-1-fenilindolin-2-bir) (Sekil-7) elde edilen ve noérotransmitter
saliniminda artigsa neden olan aromatik halkal bir ajandir (54).

Bileseni, 185-187°C erime noktasina sahip, beyazdan kirli beyaza
kadar kristal yapih bir kati olan 2-propanolden kristallesir (molekuler formula:
C26H21N30; molekdl agirhgr: 391.2). Serbest hali suda ¢dézinmez ama dilte

hidroklorik asit solisyonlarinda ¢ok iyi ¢ozunur (54).
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Sekil-7: Linopirdin’in molekiler yapisi.

Linopirdin, K* kanal blokori bir ajandir (55). Schnee ve Brown’'in (56)
yaptigi ¢alismada Linopirdin’in 6zelikle Kv7 kanallarina daha selektif oldugu

belirtilmistir.

Calismamiz Uludag Universitesi Tip Fakultesi, Fizyoloji Anabilim
Dal’'nda deney hayvanlari Gzerinde yapildi. Calismada, Linopirdin adl ajanin
depresyon olusturulan sicanlar Uzerindeki etkisi ve bu etkilerde Kv7
kanallarinin roli arastirildi. Sonuglar kontrol gruplariyla karsilastirilarak

degerlendirildi.
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GEREG VE YONTEM

Hayvanlar

Calismalara Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
onay! alindiktan sonra baslandi (Karar no: 2008-3/5). Calismada Uludag
Universitesi Deney Hayvanlari Yetistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi'nden temin edilen, 230-290 gr agirhiginda Sprague Dawley cinsi
erkek siganlar kullanildi. Siganlar deney hayvanlari merkezinden alinarak
sicakhg 18-24°C ve 12 saat karanlik/aydinlik olacak sekilde 1s1§1 ayarlanmig

odada, 4-6 tanesi bir kafeste su ve yem alimlari serbest birakilarak tutuldular.

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 arkasinda olacak sekilde bir delik acgilarak bu delikten sag lateral
ventrikile, dik olarak ve alt ucu kafatasi yuzeyinden 4-4,5 mm kadar derinlige
inecek sekilde 10 mm uzunlugunda bir kanudl (20 numara hipodermik
paslanmaz celik igneden kesilerek hazirlanan) yerlestirilip Ustte kalan kisim
dental akrilik ile kafatasina tutturuldu. Cerrahi iglemler sonunda, siganlar

anestezinin etkisinden ¢ikmalari igin tek tek kafeslerde tutuldular.
ilaglar
Calismada Kv7 kanal blokorl olarak Linopirdin kullanildi. Linopirdin

%2,5 dimetil sllfoksid, %47,5 polietilen glikol ve %50 %0,9 NaCl icinde
¢ozulerek gunluk olarak hazirlandi.
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Zorlu Yiizme Testi

Deneyde, 50 cm yulksekliginde, 27 cm c¢apinda sactan yapilmis
silindir bir tank kullanildi. Tankin igine hayvanlarin yere dayanmalarina,
kenara tutunarak ve sigrayarak disari gikmalarina izin vermeyecek sekilde 30
cm su dolduruldu (Sekil-8). Suyun sicakligi 24+1°C idi, su her hayvandan

sonra degistirildi.

Sekil-8: Zorlu Ylizme Testine alinan bir sigan.

Siganlar deneyin ilk gininde 15 dakika ylzduruldikten sonra haviu
ile kurutularak kafeslere alindi. 16 saat sonra kafa kanulleri takildi ve ilk
yuzmeden 24 saat sonra 5 dakika boyunca tekrar yuzduruldd. Bu sure iginde
deneklerin hareketsizlik (yalniz bas kisminin su Ustinde oldugu ancak
hareketsiz kaldigi ylizme doénemleri), ylzme ve tirmanma parametrelerini

hesaplayabilmek icin video kaydi yapildi. Kayitlar tarafsiz bir gdzlemci
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tarafindan 5 dakikalik toplam kayit stresince her 5. saniyedeki aktif hareketi
(yuzme, tirmanma ve hareketsizlik) sayildi.

Test bitiminde tum sigcanlara yogun eter anestezisi altinda otenazi
uygulandi.

Deney Plani

5 dakikalik ylizme testinden 15 dakika 6nce sigcanlar gruplara
ayrilarak enjeksiyonlari yapildi:

- Kontrol grubu (%0,9 NaCl 4 yl; i.c.v., n=14)

- Grup | (Linopirdin 0,1 ug/4 pl; i.c.v., n=14)

- Grup Il (Linopirdin 1 ug/4 ul; i.c.v., n=14)

- Grup Il (Linopirdin 10 pg/4 pl; i.c.v., n=14)

istatiksel Analiz

Elde edilen sonuglar ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak
gosterildi. Sonuglarin istatiksel analizinde varyans analiz (ANOVA) ve
Kruskal-Wallis  Testi’nden vyararlanildi. ANOVA sonucunda  ¢oklu
kargilastirmalar icin Tukey Testi’'nden, ikili kargilastirmalarda ise Mann-
Whitney U Testi'nden vyararlanildi. Anlamhlik duzeyi a= 0,05 olarak
belirtilmigtir.
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BULGULAR

Linopirdin’in 0.1 ug/4 ul uygulandidi Grup I'de; hareketsizlik degeri,
kontrol grubu degeri ile karsilastirildiginda sureyi anlamli olarak azalttigi
saptanmigtir (p<0.01) (Tablo-1, Sekil-9). Ayni grubun ylizme degerinde ise
kontrol grubuna gére anlamli bir artis saptanirken (p<0.001) (Tablo-1, Sekil-
10), tirmanma degerleri arasinda fark bulunmamistir (p>0.05) (Tablo-1, Sekil-
11).

Linopirdin’in 1 pg/4 pl uygulandigi Grup Il'de; hareketsizlik degeri,
kontrol grubu degeri ile karsilastirildiginda sureyi anlaml olarak azalttigi
saptanmistir (p<0.001) (Tablo-1, Sekil-9). Ayni grubun ylizme ve tirmanma
degerleri de, kontrol grubuna goére slreyi anlamli olarak arttirmistir (p<0.01)
(Tablo-1, Sekil-10 ve 11).

Linopirdin’in 10 pg/4 ul uygulandigi Grup llI'de; hareketsizlik degeri,
kontrol grubu degeri ile karsilastirildiginda sureyi anlamli olarak azalttigi
saptanmistir (p<0.001) (Tablo-1, Sekil-9). Ayni grubun yizme degerinde ise
kontrol grubuna goére anlamli bir artis saptanmistir (p<0.05) (Tablo-1, Sekil-
10) ve tirmanma degerleri de, kontrol grubuna goére sureyi anlamli olarak
arttirmistir (p<0.01) (Tablo-1, Sekil-11).

Hareketsizlik ve yuzme degerleri icin yapilan ikili karsilastirma
testlerinde (Grup I-ll, Grup I-lll ve Grup lI-lll) istatiksel olarak anlamhlik
saptanmamistir (p>0.05). Tirmanma degerleri i¢in yapilan ikili karsilastirma
testlerinde Grup I-ll ve Grup I-lll arasinda istatiksel olarak anlamlilik
saptanirken (p<0.001), Grup II-lll arasinda fark bulunmamistir (p>0,05)
(Tablo-1, Sekil-11).

16



Tablo-1:

Linopirdin’in

intraserobroventrikiler

parametreleri Uzerine etkisi (ortalama deger+tSEM).

enjeksiyonunun davranig

Hareketsizlik
(sayim ortalamasi)

Yuzme
(sayim ortalamasi)

Tirmanma
(sayim ortalamasi)

Kontrol Grubu

26,2+1,6 55%1 28,3+14
Grup | .
16,4 +25 16,7 £ 1,9%** 26,9+1,2
Grup I 11 £ 2%+ 13,8 + 2,2 35,2 + 1,6
Grup I
P 10,8 £ 1,7*** 13,6 £2,7* 35,6 + 1,9**"
Kontrol grubuna gore, *p < 0,05, **p <0,01, ***p < 0,001
Grup I'e gore, “p< 0,001.
Hareketsizlik
40
35 1
@ 30
£ 25 4 t
= 90 *
E 15 1 o Fr T
B 10 - ;|
5 -
U T T 1
Kontrol Grup | Grup Il Grup Ill

Sekil-9: Linopirdin’in intraserobroventrikiler enjeksiyonunun hareketsizlik
parametreleri Uzerine etkisi (ortalama deger+tSEM). Kontrol grubuna gore:
*p < 0,05, *p<0,01, **p <0,001.
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Yizme

40
35
30

25
20 - FEE

e *
15 1 T

10

Sayim Ortalamas)

Kontral Grup | Grup Il Grup Ill

Sekil-10: Linopirdin’in intraserobroventrikiler enjeksiyonunun yizme
parametreleri Uzerine etkisi (ortalama deger+tSEM). Kontrol grubuna gore:
*p < 0,05, *p<0,01, **p<0,001.

Tirmanma

40
35
30
23 A

EE
EE
4 #

1
HH

HH

15 1
10 1

Sayim Ortalamasi

Kontrol Grup | Grup |l Grup |

Sekil-11: Linopirdin’in intraserobroventriktler enjeksiyonunun tirmanma
parametreleri Uzerine etkisi (ortalama deger+tSEM). Kontrol grubuna gére:
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Grup I'e gére “p < 0,001.
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TARTISMA VE SONUG

Depresyonun laboratuvar hayvanlarinda modellenmesindeki zorluklar
nedeniyle, sendromu batun halinde modelleme yaklagsimindan vazgegcilmistir.
Belirtiler ve patofizyolojik 6zelliklerle ilgili gecerligi daha yuksek olan ZYT,
ogrenilmis caresizlik, kuyruktan asma testi, olfaktor bulbektomi, kronik hafif
stres gibi modeller olusturulmustur (1, 5). Akut anti-depresan ilaglarin
kullaniminda duyarli olmasi ve farkli testlerle dogrulanmasina ihtiyag
duyulmamasi sebebiyle galismalarda modifiye ZYT kullaniimaktadir. Test ilk
uygulamaya baslandiginda, monoamin oksidaz inhibitorleri, trisiklik anti-
depresan ve atipik anti-depresanlar icin duyarli olmasina ragmen “selektif
serotonin geri-alim inhibitérd (SSRI)” grubu ilaglarda farkh cevaplara neden
olmustur (57). Modelde vyapilan degigikliklerle (yuzme, tirmanma ve
hareketsizlik davraniglarinin skorlanmasi) SSRI'ya yanitta guvenilirlik
artarken (57), anti-depresanlarin ayirdedici Ozellikleri de gdsterilebilir hale
gelmistir (5, 7).

Depresyon patofizyolojisinde en gecerli hipotezlerden  biri
“‘monoamin” hipotezidir. Buna gobre depresyon noradrenalin, serotonin ve
dopamin eksikligi ile yakin bir iligki icindedir (58). Glinumuzde kullanilan
hemen hemen her anti-depresan ilacin bu U¢ noérotransmitter sistemden en
az biri ile iligki iginde oldugu goérulmektedir (59). Bu U¢ temel nérotransmitter
sistem disinda hipotalamo-hipozifer yolak, GABA-erjik sistem, kolesistokinin,
glutamat ve NO’nun depresyon olusumuna katkisi oldugu yolunda guglu
kanitlar elde edilmistir (59, 60).

1960'h  yillardan bu yana hem duygulanim bozukluklari
patogenezinde hem de anti-depresan ilaglarin etki mekanizmasi iginde
noradrenalinin  roli  Uzerinde  durulmustur. Santral noradrenerjik
norotransmitter sistem beyin sapinda iki yerden koken almaktadir. Lokus
sereleus gekirdeginden kaynaklanan noroadrenerjik projeksiyonlar daha ¢ok

frontal korteks, hipokampus ve amigdala bodlgelerine olmakla beraber
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serebellum ve medulla spinalise uzanir; bu tirmanan projeksiyon sistemi
dorsal noradrenerjik yolak olarak adlandirilir. Lateral tegmental bodlgeden
gelen projeksiyonlar, ventral noradrenerjik yolak adini alir ve projeksiyonlari
daha az yayilmistir. Noradrenalin iligkili anti-depresan etkide lokus sereleus
sisteminin, limbik sistem Uzerindeki yogun inervasyonunun rol almasi
sorumlu tutulmaktadir (61, 62). Yapilan elektrofizyolojik bir gcalismada, cesitli
siniflardan antidepresanlarin lokus sereleus’taki desarj oranlarini etkiledigi
gOsterilmistir (63).

Noradrenalin eksikligi ile a-2 ve B reseptor disfonksiyonlari ile ilgili
cesitli iddialar bulunmakla birlikte depresyon etiyolojisinde, korteksteki (3-1
reseptorlerinin  de 6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir (64, 65).
Noradrenerjik etkili anti-depresanlarin noradrenalin geri-alimini bloke etmeleri
ve sinaptik aralikta noradrenalin miktarini arttirmalar ile reseptorlerde
meydana gelen degisiklikler ise halen net degildir. Ancak (-
adrenoreseptorlerdeki down-regllasyonun anti-depresan cevap agisindan bir
goOsterge oldugu vurgulanmaktadir (4).

Depresyon  patofizyolojisinde  noradrenalin  kadar serotonin
sistemindeki bozuklugun da rol oynadidi bilinmektedir (4). Serotonerjik noral
tasinmayi serotonin reseptorleri dizenlerler. Serotonin reseptor sistemleri,
diger birgok norotransmitter sistemleriyle karmasik sekilde etkilegirler ve bazi
néronlarda baska nérotransmitterle birlikte bulunurlar. Serotonin reseptorleri
merkezi veya periferik olarak yerlesmis olmalarina, presinaptik veya
postsinaptik olarak yerlesmis olmalarina goére birbirlerinden farklilagirlar.
Serotonin reseptorlerinin  alt tiplemeleri; genetik, farmakolojik ve ikinci
mesaijci eslesmeleri gibi birka¢ olgite dayanilarak yapilir. Bilinen 15 farkh
serotonin reseptor alttipi vardir (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HTic, 5-HT1p, 5-HTyg, 5-
HT1g, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HToc, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTsa, 5-HTsg, 5-HTg ve 5-
HT;). Depresyon ve iligkili bozukluklarda 6nemli rol tstlenen reseptdr alttipleri
5-HT1a8, 5-HT2a 5-HT3'dlr (66).

5-HT1a reseptorleri serotonerjik néronlarin soma ve dentritlerinde

otoreseptdr olarak yer alirken, serotonerjik sistemin bitim kisimlarinda
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korteks ve subkortikal alanlardaki hedef noronlarda yer alan postsinaptik
reseptorlerdir. Bu nedenle azalmis 5-HT;n otoreseptor iglevleri serotonin
iletiminde artisa neden olurken; hedef néronlardaki islev azalmasi 5-HT14’nin
aracilik ettigi noral iletilerin etkilerinde azalmaya neden olur. 5-HTza
postsinaptik regulator reseptordir. 5-HT, reseptorlerinin en yodun olarak
bulunduklari yerler beyin korteksi ve kaudat cekirdeklerdir. Depresyon
tedavisinde dikkate alinan en 6nemli reseptdrlerden birisidir. Anti-depresan
ilaclarin  bu reseptorlerin yogunlugunda azalmalara neden olabilecegi
bildirilmektedir (66).

K* kanallari ailesinin Uyeleri, hiicresel sinyalizasyonu saglayarak
norotransmitter salinim kontrolu, kalp hizi, insulin sekresyonu, noronal
uyariima, epitelyal elektrolit gecisi, kas kontraksiyonu ve hicre volUmunun
dizenlenmesinde kritik 6neme sahiptir (13). Biyokimyasal ve elektrofizyolojik
galismalar K kanallarinin néronal uyarilmanin kontroliinde énemli bir role
sahip oldugunu gdstermistir. K kanallarinin blokaji nérondan K* gikigini
engelleyerek depolarizasyona ve bunun sonucunda da ndrotransmitter
saliverilmesinde artisa neden olmaktadir (14).

Sigan hipokampal dilimlerinde K* kanal blokdrleri olan 4-aminopiridin
(4-AP) ve tetraetiiamonyum (TEA) uygulanimi sonucu serotoninin spontal
bazal saliniminda artis oldugu gdsterilmistir (38). Dawson ve Routledge (39)
siganlarla yaptigi ¢alismada farkli K* kanallarinin striatal dopamin ve
serotonin duzeyleri Uzerine etkilerini incelemistir. Buna gobre apamin
serotonin, dendrotoksin dopamin, TEA doz-bagimli dopamin ve doz-bagimsiz
serotonin, 4-AP dopamin konstrasyonunda artisa neden olmaktadir. Sigan
hipokampal dilimlerinde yapilan bir baska g¢alismada da, 4-AP doz bagimli
olarak noradrenalin dizeyinde artis yaparken, asetilkolin saliniminda
degisiklige neden olmamistir (40). Farkli K* kanal blokérleri ve agicilariyla
yapilan bir baska calismada ise, farelerde ZYT ile olusan hareketsizlik
siresinin diizenlenmesinde K™ kanallarinin 6nemini géstermistir (41). Ayrica
siganlarda SKc, kanallarinin bloke edilmesiyle dorsal rafe néronlarinda direkt

bir serotonin artisi oldugu gdsterilmistir (67).
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Santral sinir sistemi Uzerinde yapilan ¢alismalarda Linopirdin’in Kv
kanallarina olan selektif blokaji sonucu depolarizasyona ve bunun sonucunda
da asetilkolin ve noradrenalin saliveriimesinde artisa neden oldugu
gOsterilmigtir (68-71). Linopirdin sican beyninde asetilkolin saliverilmesini
arttirmasi  nedeniyle Ozellikle o6grenme ve Dbellek performansinin
degerlendirildigi modellerde sik calisiimistir (70-72). Ancak dusuk kan-beyin
bariyeri gegisi ve kisa yarilanma 6mrl nedeniyle farmakokinetik hayvan
calismalarinda klinik etkisi tam olarak gosterilememistir (73).

Depresyon tedavisinde yaygin olarak kullanilan trisiklik anti-depresan
ve SSRrl'larin anti-depresan etkilerinde genellikle serotonin ve/veya
noradrenalin gegisindeki inhibisyonun sorumlu oldugu bildiriimektedir (74).
Ayrica noradrenalin gerialim inhibitérleri “tirmanma” davranisini arttirirken,
SSRllar yuzmeyi arttirmaktadirlar (5, 57). Sonu¢ olarak noradrenalin ve
serotoninin her ikisini birden arttiran ilaglar ise hem tirmanma hem de yizme
davranigini arttirmaktadir (57).

Depresyonda farkli K* kanallarinin rol aldigi cesitli ¢alismalarda
gosterilmistir. Biz calismamizda tek bir K™ kanalinin etkisini gdsterebilmek
icin Kv7 kanallarina selektif bir ajan olan Linopirdin’i kullandik. Digsuk kan-
beyin bariyeri gegisi ve yarl dmrunun kisa olmasi nedeniyle ajani i.c.v. olarak
kullanmayi tercih ettik. Depresyon mekanizmasinda Linopirdin’in benzer
sekilde uygulandigi calisma olmamasina ragmen; elde ettigimiz sonuglar
genel K* kanallari ile yapilan galigsmalarin sonuglarina benzer bulunmustur.
Tum dozlarda hareketsizlik suresi kisalirken, ylzme ve tirmanma sureleri
uzamistir. Ayrica tirmanma hareketinde doz bagimli bir etki de saptanmigtir.
LiteratUr bilgileri 1siginda K* kanallarinin serotonin ve noradrenalin diizeyleri
uzerindeki etkileri ve bu nérotransmitterlerin artan kan duzeylerinin yizme ve
tirmanma davraniglarini arttirici etkisi géz onine alindiginda calismamizin
sonuglari Linopirdin’in de benzer bir yol ile etkili olabilecedi sonucunu ortaya
cikarmaktadir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada elde edilen bulgular, Linopirdin’in

sigcanlarda ZYT’de anti-depresan etkinliginin olabilecegini ve bu etkinligin de
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olasilikla katekolaminerjik ve serotonerjik sistem uzerinden
gerceklesebilecegini  dusundurmektedir. Ancak bu konuda yapilan
calismalarin azhgl nedeniyle mekanizmanin kesin olarak aydinlatiimasi igin

daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini gostermektedir.
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