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INTRAHIPOKAMPAL ROSCOVITINE INFUZYONUN SINAPTIK
PLASTIiSITE FORMLARININ OLUSUMUNDAKI ROLUNUN
INCELENMESI

OZET

Amag: Siklin bagimli kinaz 5 (Cdk5), ayn1 adli gen tarafindan kodlanan bir
proteindir. Aktivitesi p35 ve p39 gibi aktivatorlerle etkilesime bagli olan Cdk5 sinir
sisteminde noronal tabakalarin olusumu, transmisyon, presinaptik salim gibi islevler
yani sira hipokampal sinaptik plastisite iliskili bir kinazdir. Ancak, ayn1 zamanda bir
tau-kinaz olan CdkS5’in plastisiteye eslik eden tau proteinin fosforilasyonunu nasil
etkiledigi  bilinmemektedir. Bu ¢alismada Cdk5 inhibitérii  (Roscovitine)
infilyonuzyonu altinda UDG (Uzun Doénemli Gii¢clenme), UDB (Uzun Ddnemli
Baskilanma) ve metaplastisite (MP) gibi sinaptik plastisite formlarina eslik eden
Cdk5, tau gen ekspresyon ve protein diizeylerindeki degisiklikler

degerlendirilmistir.

Yontem ve Geregler: Calismada 108 adet Wistar albino erkek sican kullanildi. Her
bir grupta 36 sigan olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Gruplarda uygulanan UDG,UDB
ve metaplastisite protokollerinin her biri i¢in 12 sigan kullanildi. Anestezi altinda
stereotaksik c¢atiya yerlestirilen siganlarin dentat girusundan (DG) eksitator
postsinaptik potansiyel (EPSP) ve populasyon spike (PS) alan potansiyelleri
kaydedildi. Farkli plastisite formlarini indiikleyebilmek icin yiiksek frekansli uyarim
(YFU), diisiik frekansli uyarim (DFU), tek basina veya birlikte, perforan yola verildi.
Indiiksiyon protokollerinin baslamasi ile birlikte 1 saat siire ile DG’ye serum
fizyoloijk (SF) veya Roscovitine (20 pM veya Roscovitine 100 uM) inflizyonlar
yapildi. Alan potansiyellerinin kaydindan hemen sonra ¢ikartilan hipokampus
dokusunda Cdk5- ve MAPT-mRNA seviyeleri ger¢cek zamanli PCR yontemi ile,
proteinlerin toplam ve fosforillenmis formlar1 (p-ser*®tau, p- thr'®'tau, p- ser™*°Cdk5

ve p- tyr'>CdkS5 diizeyleri Western-blot yontemi ile dlgiildi.

Bulgular: YFU ile indiiklenen sinaptik ve somatik UDG, Roscovitine inflizyonundan

etkilenmedi ancak UDG’ye eslik eden Cdk5 gen anlatimi azalmis bulundu. DFU,

ancak 100 pM Roscovitine inflizyonu yapildiginda UDB indiikleyebildi; DFU ile
Xiv



indiiklenen somatik UDG ise Roscovitine varliginda baskilandi. Roscovitine’in Cdk5
gen anlattmin1 baskilayict etkisi DFU ile uyarilmig hipokampal dokularda da
gortldii. Kontrol grubunda DFU, sonrasinda uygulanan YFU’la olusacak olan
sinaptik UDG’yi inhibe ederken; bu metaplastik inhibisyon Roscovitine’in infiize
edildigi deneylerde goriilmedi. Roscovitine’in metaplastik UDG inhibisyonunu
engelleyici etkisi MAPT gen anlatiminda azalma ile birlikteydi. Plastisite iliskili
Cdk5 ve tau protein seviyeleri ve bu proteinlerin oOlgiilen epitoplarindaki

fosforilasyon diizeyleri Cdk5 inflizyonundan anlamli diizeyde etkilenmedi.

Sonu¢: Calisma bulgular, fizyolojik plastisite formlar1 ve plastisite iliskili gen
anlatiminin fizyolojik smirlar iginde kalmasi icin Cdk5 aktivitesinin Onemli
oldugunu; CkdS5 aktivitesi degistiginde DG graniil hiicrelerinin sinaptik ve somatik
ciktilar1 baglaminda farkli plastisite formlarinin olusabilecegini ve plastisiteye eslik
eden Cdk5 ve MAPT gen anlatimimin degisecebilecegini gostermektedir. Bu
etkilerin, kanser, norodejenerasyon, inflamasyon, viral enfeksiyonlar, polikistik

bobrek ve glomeriilonefrit gibi hastaliklarin tedavisinde bir potansiyel ajan olarak

diisiiniilen Roscovitine’in tedavi amagli kullaniminda dikkate alinmasi1 gereklidir.

Anahtar kelimeler: Sinaptik plastisite formlar1 (UDG, UDB, MP) Cdk5, Tau,
Hipokampiis, Roscovitine
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INVESTIGATION OF THE ROLE OF INTRAHIPPOCAMPAL
ROSCOVITINE INFUSION IN THE FORMATION OF SYNAPTIC
PLASTICITY FORMS

ABSTRACT

Aim: Cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5) is a protein encoded by the gene of the same
name. Cdk5, whose activity depends on the interaction with activators such as p35
and p39, is a kinase associated with hippocampal synaptic plasticity, as well as
functions such as the formation of neuronal layers, transmission, presynaptic release
in the nervous system. However, it is unknown how Cdk5, also a tau-kinase, affects
the phosphorylation of the tau protein that accompanies plasticity. In this study,
changes in Cdk5 , tau gene expression and protein levels accompanying synaptic
plasticity forms such as LTP (Long Term Potentiation) , LTD (Long Term
Depression) and metaplasticity under Cdk5 inhibitor (Roscovitine) infusion were
evaluated.

Materials and Methods: 108 Wistar albino male rats were used in the study. They
were divided into 3 groups with 36 rats in each group. 12 rats were used for each of
the LTP, LTD and metaplasticity protocols applied in the groups. The excitatory
postsynaptic potential (EPSP) and population spike (PS) field potentials were
recorded from the dentate gyrus (DG) of the rats placed on the stereotaxic roof under
anesthesia. In order to induce different forms of plasticity, high-frequency
stimulation (HFS), low-frequency stimulation (LFS), alone or in combination, were
given to the perforating pathway. With the start of the induction protocols, serum
physiological (SF) or Roscovitine (20 uM or Roscovitine 100 uM) infusions were
administered to the DG for 1 hour. Cdk5- and MAPT-mRNA levels in the
hippocampus tissue removed immediately after the recording of the field potentials
were measured by real-time PCR method, and total and phosphorylated forms of
proteins (p-ser4l6tau, p-thrl81ltau, p-serl59Cdk5 and p-tyr15Cdk5 levels were

measured by Western-blot method.

Results: Synaptic and somatic LTP induced by HFS were not affected by
Roscovitine infusion, but Cdk5 gene expression accompanying LFS was found to be
decreased. LFS was able to induce LTD only when 100 uM Roscovitine was infused,;

Somatic LTP induced by LFS was suppressed in the presence of Roscovitine. The
XVi



suppressive effect of Roscovitine on Cdk5 gene expression was also observed in
LFS-stimulated Hippocampal tissues. In the control group, while LFS inhibited the
synaptic LTP that would be formed with the subsequent HFS; this metaplastic
inhibition was not seen in experiments in which Roscovitine was infused. The
inhibitory effect of Roscovitine on metaplastic LTP inhibition was associated with a
decrease in MAPT gene expression. Plasticity-related Cdk5 and tau protein levels
and phosphorylation levels in the measured epitopes of these proteins were not

significantly affected by Cdk5 infusion.

Conclusion: The study findings suggest that Cdk5 activity is important for
physiological forms of plasticity and plasticity-related gene expression to remain
within physiological limits; It shows that when Ckd5 activity changes, different
forms of plasticity may occur in the context of synaptic and somatic output of DG
granule cells, and Cdk5 and MAPT gene expression accompanying plasticity may
change. These effects should be considered in the therapeutic use of Roscovitine,
which is considered as a potential agent in the treatment of diseases such as cancer,
neurodegeneration, inflammation, viral infections, polycystic Kkidney and

glomerulonephritis.

Keywords: Forms of synaptic plasticity ( LTP, LTD and MP), Cdk5, Tau,

Hippocampus, Roscovitine
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1. GIRIS VE AMAC

Noronal plastisite, sinir sisteminin, ¢evresel deneyimdeki degisikliklere yanit olarak
baglantilarim1 islevsel ve yapisal olarak yeniden diizenleme yetenegini ifade eder.
Erken postnatal donem; baslica davranigsal islevlere hizmet eden g¢esitli beyin
bolgelerinin dis uyaranlara yanit olarak yiiksek bir plastisite sergiledigi zamandir [1].
Bu kritik donem bittikten sonra yasamin ilerleyen donemlerinde noronal plastisite

gittikge azalir.

Beyinin ndrogenezinde ve noronal plastisitede, bunlarin olusumunda asil merkez
olan hipokampusun gelisiminde, Cdk5 enzimi ve tau proteini Onemli rol

oynamaktadirlar.

Sikline bagiml kinazlarin bir aile iiyesi olan siklin bagimli kinaz-5 (Cdk5), merkezi
sinir sisteminde ¢ok énemli rol oynar. Embriyogenez sirasinda, CdkS beyin gelisimi
icin vazgecilmezdir ve yetiskin beyninde, 6§renme ve hafiza olusumu gibi daha
yiiksek biligsel islevler dahil olmak {izere ¢ok sayida noronal siireg i¢in gereklidir [2].
Cdk5°in aktivitesi p35, p25 ve p39 proteinleri tarafindan arttirllmaktadir. P 25’in

hiperfonksiyonu norotoksiteden sorumlu tutulmaktadir [3, 4].

Cdk 5’in sinaptik plastisite olusurken hem presinaptik hem de post sinaptik bolgede
roliinin ~ oldugu  gosterilmistir.  Presinaptik  bolgede CdkS5  inhibisyonun
norotransmitter salinimini arttirdigr ,baska bir ¢alismada ise CdkS5 in N-tipi kalsiyum
kanalinin por olusturucu alt birimi olan CaV2.2'yi fosforile ederek ndrotransmitter
salinimi arttirdigi belirtilmistir [5, 6]. Presinaptik bolgede endositoz ve ekzositozu da
etkiledigi bilinmektedir Postsinaptik bolgede ise NMDA reseptorlerini etkileyerek

sinaptik plastisiteyi etkiledigini gosterir ¢alismalar mevcuttur [5, 6].



CdkS aktivitesinin inhibisyonu, bir c¢alismada NR2A'nin Cdk5 tarafindan
fosforilasyonunu azaltarak akut beyin dilimlerinde N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptOr aracili akimlar1 azalttigi ve baska bir ¢alismada da benzer sekilde CAl
hipokampal ndéronlarda uzun siireli giiclenmeyi (UDG) azlattig1r belirtilmistir.
Cdk5in aktivatorii olan p35'ten yoksun farelerde UDB'min uyarilmasi ve uzamsal
ogrenmenin bozuldugu bildirilmistir [7]. Ote yandan iliskisel dgrenme ve korku

kosullandirmasi sirasinda Cdk5 aktivitesi birliktelik gosterir [8].

Tau proteinleri ¢oziniirliigli yiiksek proteinlerdir, 16 ekzon iceren ve 17q21
kromozomuna yerlesmis mikrotiibiil-iligkili protein tau (MAPT) geni tarafindan
sentezlenir. Bizim plastisiteye eslik eden tau fosforilasyonunu gosteririr ¢esitli
calismalarimiz  bulunmaktadir. Tau’nun; p-tau (Ser416), p-tau (Thrl81) ,p-tau
(Ser396) ve p-tau (Ser396) epitoplarindan fosforilasyonu tarafimizca bakilan en sik
fosforilasyon diizeyleridir. Bu fosforilasyonlar1 etkileyen bir¢ok kinazdan biri de
Cdk5’dir.

CdkS5in sinaptik plastisite tizerindeki etkileri yeterince acik degildir. Bu ¢alismada
Cdk5 inhibitorii (Roscovitine) infiiyonuzyonu altinda sinaptik plastisite formlarindan
olan UDG, UDB ve Metaplastisitedeki degisiklikler degerlendirilmis ve buna eslik
eden Tau proteinin farkli epitoplarda fosforilasyon diizeyleri ile iliskisi ortaya

konulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. HIPOKAMPUS

Hipokampus temporal lobun medial kisminda bulunur ve lateral ventrikiiliin
temporal boynuzu ile yakin komsuluk icinde olan bir gri cevher yapisidir.
Hipokampus, iizerinde en fazla klinik ve laboratuvar ¢alisma yapilan beyin yapisidir.
Filogenetik olarak Arsikorteks olarak da adlandirilir ve gelisimsel olarak en eski
beyin kisimlarindan birisidir. Hipokampus, singulat girus, hipotalamus ve amigdala
ile birlikte “Limbik sistem”i olusturur. Erigkin bir insan beyninde hipokampusun
hacmi yaklasik 3-3,5 cm® olup, hipokampusun tiim insan neokorteksine orani
yaklasik 0,009°dur. Kemirgenlerde ise hipokampiis, insan hipokampiisiine oranla

100; maymun hipokampiisiinden ise 10 kat daha kiigtiktiir.
2.1.1. Hipokampus fizyoanatomisi

Hipokampus, temel olarak hafiza, duygulanim, konumlama ve yon bulmada 6nemli
rol oynar. Hipokampusta noral plastisite hayat boyunca devam etmektedir. Yapilan
hayvan deneyleri hipokampusta birgok sinir hiicresinin konum ve yer bulma
hafizasin1 tasidigini ve hayvanlarin bilindik yerlerden gecerken bu ndéronlarda
aksiyon potansiyeli meydana geldigini gostermistir. Ayrica beyin goriintiileme
teknikleriyle yapilan ¢aligmalarda yon bulmaya galisan kisilerin hipokampuslerinin

aktif olarak calistig1 goriilmustiir.

Hipokampusun anotomik olarak ventrikiile bakan yiizii konveks, hemisferin alt
kismina bakan yiizii ise konkavdir. On tarafi genis ve diiz olup “pes hippocampi” ad1
verilir. On béliimde pengeye benzeyen iki veya ii¢ adet yiizeysel ¢ikint1 bulunur. Bu
¢ikintilara “digitationes hippocampi” ad1 verilir [9]. Hipokampusun biitiin ventrikiiler
yiizeyi kendi hiicrelerinden gelen aksonlarin olusturdugu “alveus” tabakasi ile

ortilidiir. Alveus lifleri medialde yassi bir bant seklinde birbirine yaklasarak
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“fimbria hippocampi”yi meydana getirir. Fimbria hippocampinin 6n ucu uncus, gyri
hippocampinin beyaz cevherinde sonlanir. Arka ucu ise alveus ile birlikte Crus
fornicis’i olusturur. Alveustan gelip fimbriaya dahil olan lifler forniksin baslangicini
meydana getirirler. Forniks myelinli liflerden olusur. Duyu lifleri hipokampusu
forniksden terkeder. Cornu Ammonis’in (CA) Ingilizce bas harflerini temsilen “CA”
olarak da ifade edilebilen hipokampus, hiicre yapisindaki degisikliklerden dolay1
CAl, CA2, CA3 ve CA4 gibi farkli alanlara bolinmiistiir [10].

Bunlardan CA1 subikuluma, CA4 ise dentat girusa en yakin olan alandir ( Sekil 2.1.).
Hipokampus CA1 bdlgesi noronlari spasyal (uzaysal) 0grenme ve bellek icin
gereklidir. CA1 bolge ndronlart entorinal korteksten veya CA3 bolgesinden bilgileri
alir ve isler. Saglam bir CA3 ve CAl- CA3 baglantis1 referans hafiza i¢in mutlaka
gereklidir. CA3 bolgesi Schaffer kollateral lifleri araciligi ile CA1l bolgesiyle
baglantilidir. CA1l ¢iktilar1 (output) subikulum, entorinal korteks ve prefrontal
kortekse uzanir. CAl ise iki yerden girdi (input) alir; birincisi (biiyiikk kismi)
CA3’den gelir, ¢ok az kismu ise entorinal korteksden gelir. CA1 bdlgesi bir hata
dedektorii gibi calisir ve kortikal bilgiler ile CA3 ve entorinal korteksden gelen
bilgiler arasinda uyumsuzluk olup olmadigina bakar. CA1 ve CA3’deki hiicre
sayilar1 addlesan donemden oOnce daha az iken bu donemden sonra giderek
artmaktadir [11]. Bu da adolesan donemde uzaysal 6grenme ve bellegin gelistigini

gosterir [11, 12].

Hipokampus histolojik olarak ince ve birbiriyle baglantili pek ¢ok tabakadan olusur.
Bu tabakalar literatiirde yazardan yazara degismekle birlikte genel olarak iizerinde
anlagilan 7 tabaka vardir. Bu tabakalar; alveus, stratum oriens, stratum piramidalis,

stratum lusidum, stratum radiatum, stratum lakunozum ve stratum molekularedir [9].



Sekil 2.1. Hipokampusun ventrikiil yiizeyine dogru en dis tabakasi Alveus’dur.
Daha sonra CAl, CA2 ve CA3 tabakalar1 gelir. En icte CA4 vardir. CAl
Subikulum’a, CA4 ise dentat girus’a yakindir. Entorinal korteks ile arasinda
hipokampal sulkus vardir. TH: Temporal horn CA: Cornu Ammonis.
http://www.norosirurji.dergisi.org/

Noral bilginin islenmesinde hipokampusun her bir bolgesinin ve bolgeler arasi
baglantilarin rol oynadig: bilinmektedir. Hipokampal agin omurgasin1 EK, DG, CA3
ve CA1l arasindaki baglantilar1 iceren trisinaptik devre olusturur.( Sekil 2.2 ) DG,
hipokampusta anahtar konumdadir. Kortikal girdiler hipokampusa DG’den girer.
EK’den gelen uyarilar glutamaterjik eksitator sinaptik baglantilarla DG graniiler
hiicreleri dendritlerine yayilir (perforan yol). Trisinaptik halkanin ikinci yolu DG’nin
CA3 ile yaptig1 sinaptik baglantidir. DG graniiler hiicrelerinin aksonlar1 CA3’teki
piramidal hiicrelerle yosunsu lifler araciligiyla seyrek, fakat gii¢lii baglantilar yapar.
CA3 piramidal ndronlarindan Schaffer kollateralleri ile CA1 piramidal ndronlarinin
dentritlerine yayilim ile trisinaptik yol tamamlanir [13]. Hipokampustaki diger
baglantilar sdyledir: DG graniiler hiicreleri lokal internéronlar ile baglant1 kurar. Bu
interndronlar graniiler hiicrelere feedback inhibisyon saglar. EK’dan gelen perforan
yol CA3 piramidal hiicreleri ile de baglant1 kurar. CA3, DG’ye gore EK’dan daha

yogun ama muhtemelen daha zayif baglantilar alir. CA3’ten DG’ye geri donen
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baglantilar disinda CA3 piramidal noronlarin akson kollaterallerinin kendi kendini
kuvvetlendiren rekiirran baglantilar1 bulunur. Ayrica EK’den aksonlar CAl’e de
yayilir. CAl’den ya direkt olarak cesitli kortikal alanlara (prefrontal, anterior
singulat, orbitofrontal gibi) ya da EK {izerinden bu alanlara projeksiyon vardir; yani
CA1 hipokampustan ¢ikis bolgesidir. Bdylece beynin ¢esitli kisimlarindan bilgi EK
tizerinden hipokampusa gelir, islenir, konsolide edilir ve biitiin beynin aktivitesini
etkilemek i¢in EK’ye geri doner. Trisinaptik devre kodlama sirasinda aktif rol oynar.
Perforan yol ile DG’ye ugramadan CA3 ve CA1’e giden baglantilar ise geri ¢agirma
sirasinda baskindir. DG’den yosunsu liflerle CA3’e giden projeksiyonlarin yeni ve
ayirict kodlarin yaratilmasmi yiiriittiigline ama yeniden aktivasyon ig¢in gerekli
olmadigina dair kanitlar vardir. CA3’teki rekiirren baglantilar ise oto-assosiyasyon
ag1 olarak calisir. Bu baglantilar sayesinde CA3 kendisine sunulan bilgilerin
kuvvetlenip depolanmasini saglar ve EK’den gelen aktivasyona dayanarak kayith
paternleri geri ¢agirma gorevi goriir [14].Yani epizodik bellekte rol oynar. Epizodik
bellek, bilgiyi geri alma islemi (retrieval) sirasinda erisilebilen igeriklerin
incelenmesine olanak saglamasinin yaninda, bellek igerigininin degismesine de

olanak tanir.

CA1l

Entorinal
Korteks

Sekil 2.2 Hipokampal devrenin temelini olusturan entorinal korteks, dentat girus,
CA3 , ve CAl arasindaki baglantilar1 igeren trisinaptik devre (kesikli ¢izgilerle
gosterilmistir). Entorinal korteksten perforan yol ile dentat girusa giren sinyal,
sirastyla CA3 ve CAl alanlarinda entegre edildikten sonra subikulum vasitasiyla
entorinal kortekse geri doner (TJN_22 4 149 155.pdf (journalagent.com)

6



https://jag.journalagent.com/tjn/pdfs/TJN_22_4_149_155.pdf

2.2. HIPOKAMPUS VE BELLEK

Santral sinir sistemi periferik reseptorlerden alinan sinyalleri ilgili kortikal alanlara
iletir, algilanan bilgiyi depolayarak tiim bilissel siireclerin temeli olan bellegi
olusturur. Bellek biitiinliyle sinir sisteminin bir fonksiyonudur ve noéron aglarinda
gerceklesen plastik degismeler onun temel mekanizmasini olusturur. Beyin, bellek
islevini uzamsal-zamansal alanda birbiriyle etkilesen ¢ok sayida paralel néron aglari
sayesindegergeklestirir [15]. Bellegin islenmesi siiresinde gorev alan hippokampus;
O0grenme, hafiza ve spasyal kodlama gibi yiiksek beyin fonksiyonlarina aracilik

etmektedir

Duyusal kisa ve uzun siireli bellek tiplerinden kisa siireli bellegin uzun siireli bellege
dontismesinde hipokamsiis rol oynamaktadir. Bu nedenle hipokamsun etkilendigi

Alzehimer gibi hastaliklarda uzun donemli bellek bozulmaktadir.

Hipokampus dekleratif bellekten sorumluyken bir de non dekleratif bellek vardir.
Dekleratif bellege agik bellek, non dekleratif bellege ise ortiik bellek denilmektedir.

2.2.1. Hipokampus ve elektrofizyoloji

Hayvanlarda deneysel olarak perforan yolun elektriksel uyarimi graniil
hiicrelerininde EPSP olusumunu Ve hiicrelerin ateslemelerini saglar. Bu elektriksel
aktivite ekstraselliiler yerlesimli bir elektrot ile kolayca kayitlanabilir. Uygun bir
elektrot, uyarimi takiben birkac saniye sonra baglayan EPSP’lerin ve bu aktivitenin
istline binen, ters yonde olan spike sirasindaki potansiyel degisiminin toplamini
kaydeder. Alan potansiyeli denen bu aktivitenin ilk bileseni alan EPSP (fEPSP) ve
ikinci bileseni populasyon spike (PS) olarak bilinir ve sirasiyla sinaptik ve somatik
etkinligi yansitir.Alan potansiyelinde fEPSP bileseninin egimi ne kadar dikse
sinaptik etkinlik o kadar giicliidiir ve PS genligi ne kadar biiyiikse es zamanli aksiyon
potansiyeli lireten hiicre sayist o kadar fazladir. Biiyiik EPSP olusumu ile daha fazla
membran depolarizasyonu olusur ve postsinaptik hiicrenin aksiyon potansiyeli

atesleme esigine ulasmasi kolaylagir.

Hiicrelerdeki EPSP'ler kimyasal olarak olusur. Aktif bir presinaptik hiicre,
ndrotransmiterleri sinapsa saldiginda, bazilar1 postsinaptik hiicredeki reseptorlere
baglanir. Bu reseptorlerin ¢cogu, pozitif yiiklii iyonlar1 hiicrenin i¢ine veya disina

gecirebilen bir iyon kanali igerir (bu tiir reseptorlere iyonotropik reseptorler denir).
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Sinapslarda, iyon kanali tipik olarak sodyumun hiicreye girmesine izin vererek
uyarict bir postsinaptik akim olusturur. Bu  akim membran potansiyelinde

depolarizasyon olsturarak, EPSP'de artisa neden olur [16].

Sinaptik etkinligin gostergesi; EPSP ve somatik etkinligi gdsteren PS’lerin
diizenlenmesiyle uzun dénem gii¢lenme, uzun donem baskilanma ve metaplastisite

olusturulabilir. Bunlarda sinaptik plastisite formalaridir.

Norobilimde, uzun vadeli giiclendirme (UDG), sinapslarin kalici bir sekilde
giiclenmesidir. Uzun siireli depresyon (UDB), uzun paternli bir uyaranin ardindan
noronal sinapslarin etkinliginde aktiviteye bagli bir azalma ya da noronal
budanmadir.  Metaplastisite  sinaptik  plastisitenin =~ modiilasyonunda  rol

noynamaktadir.
2.3. NORONAL PLASTISITE

Sinir sistemi sinir hiicresi(néron) ve glia hiicreleri olmak iizere iki farkli hiicre
tipinden olusur. Noron hiicreleri glia hiicrelerine gore sinir sisteminde daha az
miktarda bulunmaktadir. Noronlarin islevsel goérevi sinyallerin islenmesi ve
iletilmesidir; bunu da sinapslar yoluyla gergeklestirmektedir. Glial hiicreler dogrudan
sinyalizasyona etki etmemekle birlikte sinir hiicrelerinin ortamini kontrol etmede
kritik roller oynarlar; sinir hiicresi yapisint desteklerler ve miyelin seklinde yalitim
gorevi goriirler. Hiicre govdesinden ¢ikan uzantilar , aksonlar ve dendritler olarak
siiflandirilabilir. Ortalama olarak somadan bir ila dokuz dendrit ortaya g¢ikar ve
daha sonra her noron popiilasyonu icin belirli 6zelliklere sahip yiiksek derecede
dallanmis bir dendritik agaca boliiniir. Dentiritler diizensiz dis hatlari, dallar
boyunca azalan ¢aplari, dallar arasindaki keskin agilar1 ve ultrastriiktiirel 6zellikleri

ile aksonlardan morfolojik olarak ayrilirlar [17].

Aksonlar piiriizsiiz gorlinlimleri ve tiim boyutlar1 boyunca tekdiize c¢aplan ile
dendritlerden ayrilir. Genellikle somadan genisleyen ilk segmentte ancak bazen
birincil dendrit seviyesinde ortaya cikarlar. Akson ve dallart miyelin kilift olan bir
kilifla ¢evrelenebilir.. Miyelin kiliflart glial hiicreler tarafindan olusturulur ve

izolator gdrevi goriir.

Bir néronun olusturdugu baglantilar olaganiistii derecede biiyiik sayida olabilir. Tek

kortikal ndronlar 10.000'den fazla giris sinapsindan sinyal alirken serebellumdaki
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Purkinje hiicreleri dendritlerin yiizeyine 100.000'e kadar girdi alir [18]. Dendritik
dikenler bir dendritten ¢ikinti yapan ve bir sinapsin yarisini olusturan diger yarisi
presinaptik terminal olan kii¢iik membrandz ¢ikintilardir. Dikenler ince bir omurga
boynu araciligiyla ana dendrite baglanan soganli bir kafaya sahiptir. Bu kisim
ndronlarin ana alict alanini olusturur. Afferent bilgi dikenlerine ve dendritlere yanit
vermek igin ya Onceki noronla (elektrik sinapsi veya bosluk kavsagi) dogrudan
baglantilara sahiptir ya da gelen kimyasal sinyali bir elektrik sinyaline doniistiirmek
icin gerekli olan reseptorleri ve diger proteinleri (kimyasal sinaps) ifade eder.
Kimyasal sinapslarda ifade edilen postsinaptik dansite (yogunluk) (PSD), sinaptik
yariktaki norotransmittere hizla yanit vermek i¢in ndrotransmitter reseptorlerini

yogunlastirir ve diizenler.

Noroplastisite noral aktivitelerdeki ve sinapslardaki degisiklikler anlamina gelir
dolayisiyla hem sinaptik plastisiteden hem de sinaptik olmayan plastisiteden olusur.
Aslinda bir aksiyon potansiyelinin olusturulmasi ndronal aktivitenin temel ¢iktisidir.
Aksiyon potansiyellerini atesleme kapasitesi uyarict sinaptik dinamiklere, inhibe
edici kontrole ve i¢ zar Ozelliklerine baglidir. Hipokampusun CA1l alaninda ve
DG'nin  olgun graniil hiicrelerinde, postsinaptik potansiyellerin herhangi birinin
(eksitator postsinaptik potansiyel - inhibitor postsinaptik potansiyel) yoklugunda bile
PS potansiyeli gozlenir. Bu durum DG'de ndronlarin ¢iktisinin sinaptik glicteki
degisikliklerden bagimsiz bir siiregle gili¢lendirilebildigi belirli bir ndroplastisite

formunun kurulduguna isaret etmektedir [19, 20].
2.3.1. Sinaptik Plastisite

Bilgi, merkezi sinir sisteminde, noronlar arasi sinyallesme i¢in son derece 6zellesmis
yapiskan baglanti noktalar1 olan sinapslarla islevsel olarak baglanan ndron aglari

aracilifiyla kodlanir.

Sinaptik plastisite , iletim etkinligini sinapslarin degistirebilme yetenegidir.
Konsolide edilirken diger sinapslar zayiflatilir ve budanir. Sinaptik plastisite
ogrenmenin altinda yatan norofizyolojik mekanizmadir ve bu nedenle beynin degisen

cevresel taleplere yanit olarak yeniden diizenleme ve adaptasyon yetenegini belirler.



Beynin onlarca yil siirecek deneyimleri sonsuz sayida aniya doniistiirme kapasitesi
sinaptik etkinin uzun siireli aktiviteye bagl degisikliklerine baglanmistir. Bu fikirler
teorik olarak ilk kez 1940'larin sonlarinda Hebb [21] ve Konorski [22] tarafindan
gelistirildi. Iki bagl sinir hiicresi ayn1 anda aktif oldugunda sinapsin giiclendigi

anlamina gelen bir hipotez ortaya koydular.
2.3.1.1. Sinaptik Plastisitenin Molekiiler Temeli

Cogunlukla uyarici, glutamaterjik sinapslardaki ¢ogu indiiksiyon protokoliiniin iki
ana Ozelligi, glutamatin presinaptik salinimi ve postsinaptik depolarizasyonudur,
bunlar birlikte postsinaptik hiicrede birkag mekanizma yoluyla hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonunda bir artisa yol agar. Kalsiyum transportunu , voltaj kapili Ca
kanallar1, a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoxazolepropinate (AMPA) ve N-metil-D-
aspartat (NMDA) gibi ligand kapili kanallar hiicre disindan; protein kinaz membran
enzim reseptorleri ve metabotropik glutamat reseptorii (MGIlu-R) gibi metabolik
etkili reseptorler hiicre iginden ,saglar . Noronlar kalsiyum-kalmodulin bagimli kinaz
Il (CAMKII) , protein kinaz C (PKC) ve kalsinorin gibi hiicre i¢i kalsiyum diizeyine
duyarli enzimlere sahiplerdir. Noron igi kalsiyum deposu endoplazmik retikulum ve
mitokondri gibi organellerde bulunur ve hiicre i¢i ve hiicre dis1 kaynaktan Ca*?
mobilizasyonu Ca*? duyarli enzim aktivitesini degistirir. Hedef proteini
defosforilleyen fosfataz enzimleri, fosforilleyen kinaz enzimlere gore Ca*?a daha
duyarlidir; boyle hiicre igci Ca*? seviyesindeki kiiclik artiglar ancak fosfatazlari
uyarabilir. Dolayisiyla sinaptik giiciin hangi yonde degisecegini belirleyen temel
faktor kalsiyum konsantrasyonundaki artigin biiyiikliigii ve bdylece kinaz/fosfotaz
enzim aktiviteleri arasindaki dengedir [23]. Bununla birlikte, Ca** konsantrasyonu
tek basina plastisitenin yoniinii tahmin etmek i¢in her zaman yeterli olmayabilir. Bazi
hiicre tiirlerinde Ca*® akisinin kaynagi, UDB veya UDG'nin gelisip gelismedigini
etkiler; Ornegin UDB, metabotropik glutamat reseptdrlerinin (mGluR'ler) veya L-
tipi Ca*?kanallarinin aktivasyonunu gerektirirken, UDG genellikle NMDA (N-metil-
D-aspartat) reseptoriine bagimhidir [23]. Ayrica transmembran reseptorleri yoluyla
aktive edilen g¢esitli protein kinazlar ve fosfatazlar, sinaptik plastisitenin

indiiksiyonunda veya korunmasinda rol oynarlar.

CAMK2 - Ca* bagh kalmodulin ile aktive edilir. Hipokampal ve neokortikal UDG

icin gereklidir. Protein kinaz A (PKA), striatumda UDG indiiksiyonu i¢in ve
10



hipokampusta NMDA-bagimli UDG'nin uzun siireli formunun indiiksiyonu ig¢in
gereklidir (ge¢ faz UDG olarak bilinir). PKC, serebellumda UDB'nin ve
hipokampiiste mGluR'ye bagimli UDG'nin indiiksiyonu i¢in gereklidir. Ek olarak,
protein kinaz M{ (PKMy) gibi atipik PKC formlari, indiiksiyon ig¢in gerekli
olmamasina ragmen, UDG'In kaliciliginda rol oynar. Transkripsiyon ve translasyon
gerektiren sinaptik plastisite formlarinda yer alan baska bir kinaz, mitojenle aktive
olan protein kinaz 2'dir (MAPK2; aymi zamanda ERK2 olarak da bilinir).
MAPK2'nin inhibisyonu bazit UDG formlarim1 bozar; tersine, bazt UDG tiplerini
takiben MAPK?2 seviyeleri artirilir [24].

Kinazlarin artmasiyla aktive olan asagi akis molekiillerin aktivitesi birbirini
etkileyerek bir veya birden ¢ok transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunu ve bdylece
bu faktorlerin kontrol ettigi gen anlatimini degistirir. Degisen gen anlatimlari sinaptik
giicli uzun siireli olarak degistirecek olan kalic1 ayarlamalarin olusmasini saglar. Bu
sayade sinaptik giic degistirilmis olur. Bu siirecin birinci boliimii olan protein
anlatimi, protein sentez inhibitdrlerinden etkilenmez ve sinaptik giligte gegici bir
degismeye karsilik gelir. Kalic1 bir degisme i¢in protein sentezinin oldugu ve protein

sentez inhibitdrleri ile Inhibe edilebilen plastisitenin ge¢ dénemidir.(Sekil 2.3 )
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a: Postsinaptik néronun presinaptik glutamat salinimi ve depolarizasyonu, postsinaptik hiicrede Ca2

+ yiikselmesine yol acar. NMDAR'larin (N-metil-D-aspartat reseptorleri) ve metabotropik glutamat
reseptorlerinin (mGluR'ler) aktivasyonu igin glutamat gereklidir ve NMDAR'lar ve voltaja bagl Ca2
+ kanallarinin (VDCC'ler) aktivasyonu i¢in depolarizasyon gereklidir. Kullanilan belirli mekanizma
hiicre tipine baghdir. b: Kinaz aktivasyonuna ve AMPAR (a-amino-3-hidroksil-5-metil-4-izoksazol-
propiyonat reseptorii) fosforilasyonuna yol agan sinyal yollari. Burada bilinen yollarin yalnizca bir alt
kiimesi gosterilmektedir ve bu sekilde gosterilen yollarin tiimii tiim néronlarda yer almamaktadir. Ca2
+, AMPAR GIuR1 alt birimini fosforile eden Ca2 + -kalmodiiline bagimli protein kinaz 2'yi
(CAMK?2) aktive ederek, artan sayida fonksiyonel AMPAR'a yol agar. CAMK?2, iki bitisik alt birim
Ca' - kalmodiiline baglandiginda meydana gelen otofosforilasyon ile kalici olarak aktive edilebilir.
Bu kalict olarak aktif CAMK?2 formu, en gii¢lii sekilde hipokampal uzun vadeli potansiyasyonda
(UDG) rol oynar. Dopamin D1 reseptorleri (D1R'ler), B-adrenerjik reseptorler (BR'ler) 110,111 ve
uyarict G proteinine (GS) veya koku alma G proteinine (Golf) bagli adenosin tip 2A reseptorii
(A2AR), adenilil siklaz1 aktive ederek UDG’ye katkida bulunur, diger dopamin D2 reseptorleri
(D2R'ler) ve muskarinik asetilkolin reseptorleri (M2R ve M4R) adenilil siklazi inhibe eder. Adenilil
siklaz tarafindan tretilen siklik AMP, daha sonra AMPAR GIuR1 alt birimlerini ve protein fosfataz 1
diizenleyici alt birim 1B'yi (PPP1R1B; DARPP32 olarak da bilinir) veya inhibitor-1'i fosforile eden
protein kinaz A'yr (PKA) aktive eder. Bunlar, fosfataz aktivitesini azaltir ve hem AMPAR
fosforilasyonunun hem de AMPAR''n membrana sokulmasmin kaliciligina veya giiclendirilmesine
izin verir. Bazi muskarinik asetilkolin reseptorleri (M1R'ler) ve mGluR'ler, diasilgliserol (DAG) ve
inositol-1,4,5-trisfosfat (Ins (1,4,5) P3) iireten fosfolipaz C'ye (PLC) baglanir. Tipik PKC formlari,
hem Ca2 + hem de DAG'ye baglanarak aktive edilir. MAPK2-3 (mitojenle aktive olan protein kinaz
2-3; ERK1 — ERK2 olarak da bilinir), RAS — RAF — MEK (MAPK — ERK kinaz) yolu araciligiyla
reseptor tirozin kinazlar1 (RTK'ler) iceren bir yolla aktive edilir ve kalic1 sinaptik plastisite formlarinin
altinda yatan gen transkripsiyonu ve protein anlatimi i¢in gereklidir. Gai, inhibe edici G proteininin a-
alt birimi; PDE, fosfodiesteraz; PP, protein fosfataz.
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Sinaptik Plastisite Formlari

Noron havuzuna gelen presinaptik uyarimin frekansma gore alan potansilleri
bliyliyebilir ya da kiigiilebilir. Bu biiylime / kii¢iilme plastisite i¢in bir gosterge olarak
degerlendirilir. Cogunlukla iki bilesenin ayn1 yonde degismesi beklense de dentat
girusun olgun graniil hiicreleri sinaptik bilesende bir degisme olmasa da somatik bir
giiclenme gosterebilir.Sinaptik gligteki degisikliklerden bagimsiz bir sekilde néron
ciktisinin kuvvetlendirilebilecegi 6zel bir ndroplastisite bi¢imi oldugu belirtilmistir.
[19, 20]

Bellek olusumunun deneysel modelleri gelistirildikge, deneyime bagli sinaptik
degisimin temel bir 6grenme ve hafiza mekanizmasi oldugu goriisii, sinirbilimde
hakim olmaya baslamistir. Bu goriis sinaptik plastisite ve hafiza hipotezi olarak
tammlanmaktadir [25]. Ogrenme ve hafizanin altinda yatan siiregler hakkinda,
sinapslarin beyinde ana bilgi depolama alani oldugu goriisii hakimdir.

Sinaptik degisim ve bellek depolanmasi arasindaki baglantinin deneysel temeli, in
vitro ve in vivo elektrofizyolojik kayitlar ile sinaptik etkinlikteki aktiviteye bagh
uzun siireli degisiklikler ortaya koyuldugu icin giiclenmistir. Bunlar arasinda tipik
olarak memeli ve omurgasiz sinapslarinda ¢alisilan uzun donemli giiclenme (UDG)

ve uzun donemli baskilanma (UDB) bulunur [26].
1.Uzun donemli giiclenme (UDG)

Ik bulunan ve encok calisilan plastisite formu UDG’dir. Hebbian 6grenme teorisi,
yani “birlikte atesleyen hiicreler birbirine baglanir” kurali ile uyumlu olan plastisite
formudur [27]. Terje Lomo tarafindan,ilk olarak tavsan hipokampusunda
gosterilmistir [28]. Daha sonra serebral korteks, serebellum, amigdala gibi beyin
yapilar1 basta olmak iizere, eksitatdr sinapslarin UDG anlatim1 yapabilecegi
gosterilmistir. UDG, presinaptik ve postsinaptik es zamanli depolarizasyonu
gerektiren Hebbian ve gerektirmeyen non-Hebian UDG olarak da siniflandirilabildigi
gibi; gelistigi sinapstaki reseptoriin katkisina gére NMDA-bagimli ve NMDA-

bagimsiz olmak {izere de siniflanabilir [29].

Bir afferent yolagin yiiksek frekansh elektriksel uyarimiyla postsinaptik hiicrede
UDG olusmasi, zaman bagimli fazlar gosterebilir. Yiksek frekansli uyarimin
verildigi donemde hiicre icine Cat+2 iyon girisi ve Cat+2 duyarli kinazlarin

aktivasyonu gerceklesir. EPSP egimi ve PS genligi tetanizasyon sirasinda bariz bir
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sekilde artar ve tetanizasyon bittikten hemen sonraki 1-5 dk’lik donem post-tetanik
giiclenme (PTG) donemidir. Bu kisa Omiirlii sinaptik plastisite “short-term
potentiation, STP” olarak bilinir). Presinaptik araci madde salimindaki artigla beraber
Ca ve kalmodulin bagimlidir. Eger Ca yiikselmesini PKC ve CAMKII gibi kinazlarin
fosforilasyonu takip ederse UDGI veya erken UDG denen form olusur. UDG1, eger
ek bir mekanizma ile desteklenmezse azalarak yaklasik 4 saat iginde sOner. Eger
kinaz aktivasyonu, AMPA reseptor proteinlerin hiicre membraninda tutulmasina
neden olursa UDGI1, daha kalict formu olan UDG2’ ye ve nihayet gen
ekspresyonunda artisa neden olursa saatlerce/giinlerce devam edebilen UDG3
formuna doniisiir. Bu UDG fazlarinin olusma ve devam etme siireleri daha kisa da

olabilir.

UDG, dort 6nemli 6zgiillige sahiptir. Bunlar; (1) girdiye 6zgiidiir (input-spesifik),
yani olustugu sinapstan baska bir sinapsa yayilmaz, (2) assosiyatiftir, yani bir
afferent lifin UDG olusturamayan girdisi, bir bagka afferentin giiglii girdisiyle es
zamanli oldugunda UDG olusturur, (3) is birligi gosterir (cooperative), yani birden
cok afferentin UDG olusturmayan girdileri, es zamanli ugulandiginda UDG
olusturabilir ve (4) kalicidir. Bu 6zellikleri ile UDG, 6grenmenin pek ¢ok 6zelligi ile

de ortistir [30].

Fonksiyonel ve yapisal plastisitenin korunmas:t icin gereken proteinler
UDG’nintetiklenmesiyle sentezlenir. UDG olusumunda en onemli kinazlardan biri
olan Kalsiyum / kalmodulin bagimli kinaz II (CaMKII) dendritik spinlerde ¢ok
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. CaMKII, hiicre i¢i diger kinazlarin
fosforilasyonuna yol actig1 gibi AMPA reseptorlerinin de fosforilasyonuna neden
olur. PKA, CaMKIV, extracellular signal-regulated kinase (ERK) ve diger sinyal
molekiilleri mRNA'dan veya niikleer transkripsiyonla lokal dendritlerde protein
sentezini basglatir[31, 32]. Sonrasinda, cAMP response element—binding protein
(CREB) dahil olmak iizere transkripsiyon faktorleriyle etkilesimler olur. Kinazlar
ayrica iGlu reseptorleri gibi, tim mGlu reseptorlerini de fosforilleyerek modiile

edebilir [33].
2. Uzun donemli baskilanma (UDB; long-term depression)

NMDA reseptoriindan nispeten yavas ve az kalsiyum iyon girisi, sinaptik glicte UDG

yerine uzun-dénemli baskilanmay1 (UDB) indiikler. Gen¢ hayvanlarin sinapslari,
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yaglilara gore daha kolay UDB anlatimi gosterirler. UDB, UDG’ nin 6zelliklerinin
bircogunu sergiler [38, [34]. Presinaptik aksonlarin diisiik frekansh stimiilasyonu
UDB}'yi indiiklemek i¢in yaygin olarak kullanilir. Tipik olarak bu protokoller, 5-15
dakika boyunca 1 ila 3 Hz'de stimiilasyonu igerir. Bu stimiilasyon, zayif bir
postsinaptik depolarizasyona ve NMDA-R'lerin zayif ve tekrarlayan aktivasyonuna
bagli olarak postsinaptik kalsiyumda zayif fakat uzun siireli bir artisa neden olur.
NMDAR'a bagimli UDB'nin olugsmasinda kalsindrin ve protein fosfataz 1 (PP1)
aktivitesi 6nemli rol oynar [35]. Kalsinérin, CaMKII'den kalsiyum / kalmodulin
kompleksi i¢in ¢cok daha yiiksek bir afiniteye sahiptir. Bu nedenle kalsinérin, UDB
icin tetikleyici olan kalsiyumdaki zay1f bir artigla aktive olur. Bu iki fosfataz, AMPA
reseptorlerinin fosforilasyon durumlarini etkileyerek de UDB'de rol oynar [36, 37].

3.Metaplastisite

UDG’nin indiiklenmesinden Onceki sinaptik aktivite diizeyi, sinapslarin UDG
anlatim yetenegini belirleyen en O6nemli faktordiir. Bu plastisite diizenleme sekli,
metaplastisite olarak bilinir ve sinaptik plastisitenin plastisitesi seklinde ifade edilir
[38, 39].

UDG olusturmadan once, sinapslart olusturulacak UDG’ye hazirlama islemi
“priming” veya astarlama olarak bilinir. Kimyasal astarlayicilar arasinda
katekolaminler, GABA, asetilkolin, sitokinler ve bazi hormonlar sayilabilir.
Elektriksel astarlama ise, UDG olusturulmadan once verilen diisiik frekansh
uyarimlar ile saglanabilir. Tek basina sinaptik etkinligi degistirme yetenegi
bulunmayan frekanslardaki elektriksel uyarimlar, sonrasinda verilen yiiksek frekansh
uyarimm UDG indiikleyici etkisini degistirirler. Astarlama uyaraninin, aym
sinapstaki UDG’yi degistirme yetenegi homosinaptik metaplastisite; komsu
sinapslarin UDG’sini degistirme yetenegi ise heterosinaptik metaplastisite olarak
tamimlanir.[40] Homosinaptik metaplastisite glutamaterjik sinapslarda NMDA

reseptor-aracili ya da mGluR-aracili olarak iki farkli sekilde meydana gelmektedir.

NMDA-bagimli metaplastisitenin olusmasinda adenozin A2 reseptorleri, p38-MAPK
ve protein fosfatazlarin aktivasyonu gorev alir. NMDA aktivasyonunun, hem
UDG’de oldugu gibi sinaptik giiciin kalict bir sekilde yilikselmesi, hem de

metaplastisitede oldugu gibi sonrasinda olusacak olan UDG’ nin inhibe edilmesi i¢in
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gerekli olmasi, astarlama uyaranlariin UDG inhibisyonuna neden olmak yerine

UDG olusma esigini yiikselttigi belirtilmektedir [41] .

Astarlama bazal sinaptik giigte saptanabilen bir degisiklige neden olmadiginda bile
UDG inhibe edilebildiginden, astarlamanin etkisi basitge UDG’nin doygunlugu

tizerinden agiklanamaz [42].

mGIluR aracili metaplastisitede ise UDG olusumu ve kalicilig1 artmaktadir. Bu tiir
metaplastisite Ozellikle CA1l alanindaki eksitator noronlarda belirgindir. Input-
spesifik degildir ve Ca* ile aktive olan K* akiminin uzun siireli down-regiilasyonu,
bu tiir metaplastisiteden sorumlu tutulmaktadir. Bu azalmayla birlikte fosfolipaz C,
PKC veya hiicre i¢i depolardan Ca*? salinimi icermeyen non-klasik bir mGIuR sinyal

yolagi eslik eder [43].

2.4. CDKS5 (Siklin Bagimh Kinaz)

Sikline bagimli kinazlar (Cdks), aktive edilmek lizere spesifik siklin alt birimleri ile
birlesen Ser/Thr protein kinazlaridir. Bu aile su anda 11 klasik Cdk (Cdk1 — Cdk11)
ve iki yeni aile tiyesi (Cdk12, Cdk13) icermektedir [44].

Sikline bagiml kinazlarn bir aile iiyesi olan sikline bagimli kinaz-5 (Cdk5), merkezi
sinir sisteminde ¢ok Onemli bir rol oynar. Embriyogenez sirasinda, Cdk5 beyin
gelisimi i¢in vazgeg¢ilmezdir ve yetiskin beyninde, 6grenme ve hafiza olusumu gibi
daha yliksek biligsel islevler dahil olmak iizere cok sayida noronal siire¢ icin
gereklidir. CdkS, akrabalariyla olduk¢a homolog olmasina ragmen, benzersiz bir Cdk
ailesi tyesidir [2, 45]. Cdk5 mRNA ve protein ; bobrek, testis ve yumurtalikta
eksprese edilir, ancak acik ara en yiiksek ekspresyon seviyesi ,gelismekte olan ve

yetiskin sinir sistemlerinde postmitotik néronlardadir [46].

Diger Cdk'lerin aksine, Cdk5 c¢ogalan hiicrelerde hiicre dongiisii ilerlemesine
katilmaz, ancak mitoz sonrasi noronlarda diizensizlestiginde hiicre dongiisiiniin

cesitli bilesenlerini anormal sekilde aktive ederek hiicre 6liimiine yol agar [45, 47].
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Sekil 2. 4. Cdk5 (sagda) ve Cdk5 disindaki Cdk ailesi iiyelerinin diizenleyicileri.
Cogalan hiicrelerde, bu sikline bagimli kinazlar, klasik siklinler tarafindan aktive
edilir. (Sagda) CDK 5in aktivatorleri (yesil) ve inhibitorleri (kirmizi) gosterilmistir.
http://europepmc.org/article/PMC/403893

CdkS5, mitotik hiicrelerde bulunur, ancak aktivitesi, norona 6zgii aktivatorler p35 ve
p39'un ekspresyonu nedeniyle ¢cogunlukla néronal hiicrelerle sinirlidir [2] .CdkS, tiim
hiicrelerde her yerde eksprese edilmesine ve sikline bagimli kinaz ailesinin (CDK'ler)
diger lyeleriyle yiiksek derecede homolojiye sahip olmasina ragmen, aktivitesi
spesifik olarak post-mitotik noronlarda bulunur, ¢linkii aktivatorleri p35 ve p39,
birincil olarak noronlarda eksprese edilir. Cdk5, norit biiylimesi ve ndronal gogten
sinaptik aktiviteye ve hiicre sagkalimina kadar ¢ok ¢esitli néronal fonksiyonlarda yer

alan ¢ok fonksiyonlu bir S/T protein kinazdir [48].

Cdk5 eksikligi olan fareler ve p35 eksikligi olan farelerin fenotiplerinde carpict
farkliliklar vardir. Cdk5-null mutantlari, serebral korteks, hipokampus ve
serebellumda daha siddetli bir laminasyon bozulmasi gosterir. Ek olarak, CdkS5-null
fareler perinatal donemde Gliirken, p35-null fareler yasayabilir. Bu tutarsizliklar, p39
gibi diger CdkS aktivatorlerinin islevine baglanmistir. p39 ve p35'in rollerini
anlamak i¢in p39-null fareler ve p35/p39 bilesik mutant fareler iiretidiginde p39 null
fareler belirgin bir saptanabilir anormallik gostermezken, p35-/—p39-/— ift
mutantlar perinatal 6liimciildiir. Bu veriler, sinir sisteminin gelisimi sirasinda Cdk5
aktivitesi i¢in p35 ve p39'un gerekli oldugunu kuvvetle gostermektedir. Bu nedenle,
p35 ve p39, muhtemelen Cdk5'in tek aktivatorleri olmasa da baslicalaridir [50].
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25 kDa'lik bir protein olan p25, kalsiyum ile aktive olan bir proteaz olan kalpain
tarafindan tretilen p35'in bir proteolitik fragmanidir. Kisa omiirli (yart 6mri 20
dakikadan az olan) p35'in aksine, p25 kolayca bozulmaz ve p35'ten yaklasik iki ila ti¢
kat daha fazla yar1 dmre sahiptir. Ayrica, p25'in CdkS'e baglanmasi onu aktive eder,
hiicresel konumunu degistirir ve substrat spesifikligini degistirir. Bu nedenle, bu
boliinmiis fragman, p25, Cdk5'i, genellikle ndrotoksisite ile iligskilendirilen hiperaktif
durumda tutar [3, 49].
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Sekil 2. 5. Cdk5’in sinaptik plastisite tizerindeki etkileri
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/dgd.12138

Sikline bagimli kinaz-5'in hem presinaptik hem de postsinaptik bolgelerde islev
gordiigli  bilinmektedir.(Sekil 2.5)Presinapsta, Cdk5, sinaptik vezikiillerin geri
donilisim havuzu boyutunun belirlenmesinde rol oynar [50, 51] ve inhibisyonun,
presinaptik aktivasyon yoluyla, norotransmitter salinimini arttirdig: belirtilmistir.
[50] Ote yandan, CdkS5, bir N-tipi kalsiyum kanalinin por olusturucu alt birimi olan
CaVv2.2'yi fosforile eder ve presinaptik terminallerdeki kenetlenmis vezikiillerin
sayisini artirarak, norotransmitter saliniminin kolaylagsmasina neden olur [52] .Bu,
Cdk5'in norotransmiter salimiminin ¢oklu adimlarimi farkli sekilde diizenledigini
gosterir. Sikline bagimli kinaz-5'in, sinaptik vezikiillerin hem ekzositozunu hem de
endositozunu kontrol ettigi, bilinmektedir. Cdk5, SNARE kompleksi i¢in bir
diizenleyici olan Muncl18a'y1 fosforile eder ve SNARE kompleksinin bir bileseni
olan Munc18a/Syntaxinla kompleksinin ayrigmasint destekler. Endositoz sirasinda,

Cdk5, Dynaminl ve Amphiphysinl'i fosforile eder ve bu proteinler, Kalsiyuma
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duyarli bir fosfataz olan Kalsinorin tarafindan de-fosforile edilir [53, 54]; Bu
proteinlerin Cdk5 aracili fosforilasyonunun endositozdaki fonksiyonlarini negatif
olarak diizenledigi rapor edilmistir. Cdk5 ve Kalsinorin'in aracilik ettigi fosforilasyon
dongiisiinlin hiicrelerde endositozun uygun sekilde diizenlenmesinde onemli roller
oynadigim1  diistindiiriir. NR2A'nin  Ser1232'de Cdk5 tarafindan fosforilasyonu,
hipokampal CA1 piramidal néronlarin iskemi aracilt hiicre 6liimii ile iligkilidir. CdkS5
ayrica, klatrin aracili endositozda yer alan bir adaptor protein olan NR2B ve AP-2
arasindaki baglanmanin diizenlenmesi yoluyla NR2B'in hiicre yiizeyi seviyelerini
kontrol eder [6]. Cdk5, NR2B'in endositozu ve bozulmasini arttirir ve bdylece
hipokampusta NMDA reseptdr aracili akimi baskilar [5] .ilging bir sekilde, Cyclin-E
sadece cogalan hiicrelerde degil ayn1 zamanda yetiskin beyinlerinde de yiiksek
oranda eksprese edilir ve Cdk5'in sinaptik fonksiyonlarini negatif olarak diizenler.
Yetiskin beyinlerinde Cyclin-E'nin kosullu nakavt edilmesi, NMDA reseptorlerinin
hiicre ylizeyi ekspresyonunun azalmasina ve hipokampal CA1l piramidal néronlarda
UDG'nin bozulmasina neden olur. Olgun sinapslardaki islevine ek olarak, Cdk5'in
sinaptogenezde rolleri oldugu ileri siiriilmektedir. Sinaps olusumu, birkag¢ sinaptik
hiicre yapigsma molekiilii ve presinaptik Neurexins ve postsinaptik Neuroligins gibi
salgilanan molekiiller tarafindan kontrol edilir [55, 56]. Bir MAGUK ailesi iiyesi
olan CASK, Neurexins ile etkilesime girer ve bir Cdk5 substratidir. [57] CASK'in
presinaptik terminallere alinmasi ve sinaps olusumu icin CASK'm Cdk5 aracili
fosforilasyonu gereklidir [58]. EphA4 aracili dendritik omurganin yeniden
sekillenmesinde Cdk5'in katilmiyla birlikte ele alindiginda [59] Cdk5'in sinaps

olusumu ve plastisite i¢cin merkezi bir diizenleyici oldugu gortilmektedir.

In vitro nérofizyolojik yaklasimlar kullanilarak Cdk5'in sinaptik plastisitedeki
rolii arastirilmistir. CdkS aktivitesinin inhibisyonu, bir ¢alismada NR2A'nin Cdk5
tarafindan fosforilasyonunu azaltarak akut beyin dilimlerinde N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptor aracili akimlart azalttigi ve baska bir calismada da benzer sekilde
CA1 hipokampal néronlarda NMDA reseptorii aracili uzun siireli gliglenmeyi (UDG)
azlattigr belirtilmistir. CdkSin aktivatorii olan p35'ten yoksun farelerde UDB'nin
uyarilmasi ve uzamsal 6grenmenin bozuldugu bildirilmistir [7]. Ote yandan iliskisel
ogrenme ve korku kosullandirmasi sirasinda Cdk5 aktivitesi birliktelik gosterir [8].
Bu gozlemler Cdk5 aktivitesinin in vivo sinaptik plastisite, 6grenme ve hafiza i¢in

¢ok onemli oldugunu gostermektedir [60].
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Roscovitine,gesitli kanser tedavilerinde ve glomeriilonefrit gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilan; CdkS5 inhibitorii ,piirin analogodur[61]. ATP-baglanma
bolgesinde dogrudan rekabet yoluyla sikline bagimli kinazlar1 (CDK'ler) inhibe eder.
[62]

2.5.TAU PROTEINI VE SINAPTIK PLASTISITE

Tau proteinleri ¢Oziiniirliigii yiliksek proteinlerdir, 16 ekzon igeren ve 17q21
kromozomuna yerlesmis mikrotiibiil-iligkili protein tau (MAPT) geni tarafindan
sentezlenir. Alternatif birlesme yolu ile bu genden bazilar1 sadece embriyonik ve
erken post-natal déonemde olmak iizere, farkli tau izoformlarimi {iretir. Ekzon 10
mikrotiibiil baglanma alanini olusturan 4-tekrar dizilerinden birini kodlayarak tau4R
izoformunu olustururken ekson 10’a sahip olmama 3-tekrar dizili tau-3R
izoformunun olusmasi ile sonuglanir. Tau-3R izoformu baslica erken gelisme
doneminde; tau-4R izoformu ise olgun néronlarda bulunur [63]. Tau proteininin
baslica fonksiyonu, hiicre iskeletinin bilesenlerinden olan mikrotiibiillerin
stabilizasyonunu saglamaktir [64]. Tau’nun 244-368 arasi aminoasit bdlgesinin
mikrotiibiillere direkt olarak baglandig1 ve 151-243 ve 369-400 dizi bolgelerinin ise
mikrotiibiillere baglanma afinitesini artirdig1 ileri siiriilmektedir [65]. Tau-4R’nin
mikrotiibiillere afinitesi tau-3R izoformuna gore daha yliksektir 6nceden baglanmis
tau-3R izoformunu mikrotiibiillden ayirir [66] Son c¢alismalar, tau proteininin
fizyolojik sinaptik plastisitenin olusmasinda katkisi oldugunu gostermektedir [67]
Tim proteinlerde oldugu gibi tau proteinlerinin de yapisal ve islevsel 6zelliklerini
kazanmas1 i¢in translasyon asamasinda ya da translasyon bittikten sonra bazi
modifikasyonlara ugramasi gerekir. Tau proteini i¢in en yaygin post-translasyon
mekanizmas1 fosforilasyondur ve fosforilasyondaki artis bu proteinin mikrotiibiil
afinitesini azaltarak hiicre iskeletinin istikrarsizlasmasi ile sonuglanir [68]. Tau
proteininin 2-3 rezidiisiinden fosforlanmasi, onun mikrotiibiil stabilize edici islevi
igcin gereklidir ve bu sinaptik plastisitenin kaliciligi agisindan 6nemlidir [69] ama
asir1 fosforlanma tau’nun fizyolojik etkisini bozar [70] En uzun tau proteini 80’den
fazla kalittan fosforillenebilir ve bu kalitlar ya GSK3, CDKS5, p38-MAPK ve JNK
gibi piroline yonlenen kinazlar ya da PKA, PKC, CaMKII gibi proline yonlenmeyen
kinazlar tarafindan fosforillenir [63]. Bu kinazlar iginde Cdk5’in hem fizyolojik hem

de patolojik kosullar altinda tau fosforilasyonunun diizenlenmesindeki roliiniin
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onemi vurgulanmaktadir. Tau-knock-out farelerin normal hipokampal UDG [71, 72]
ve anormal UDB [73] gostermesi taunun fizyolojik sinaptik fonksiyon i¢in 6nemine
isaret eder. Bir ¢alismada ise tau-knockout farelerde UDB normal ama UDG defektli
bulunmustur [74]. Ancak bu ¢alismalar, tau proteininin anlatiminda bir bozukluk
oldugunda sinaptik fonksiyonun nasil degistigini agiklasa da sinaptik plastisitenin (ve
metaplastisitenin) gelismesine nasil bir tau fosforilasyon kalibinin eslik ettigi
hakkinda bilgi vermez. Tau’nun fizyolojik fosforilasyonu dentrit ve spinlere
tasinmas1 , orada NMDAR-NR2B alt biriminin fosforilasyonu [75] ve sinaptik
proteinlerle etkileserek sinaptik plastisiteye katki saglamasi i¢in gerekli olabilir
[76].Nitekim UDG’nin depotansiye edilme siirecine tau’nun ser416 epitopunda
artmis ama thr231 epitopunda azalmis fosforilasyonun eslik ettigi tarafimizdan
gosterilmistir  [77]. Sonu¢ olarak tau, noronal aktivitede hiicre iskeletinin
organizasyonu, sinyalleme siirecleri ve sinaptik plastisite lizerinde 6nemli bir rol
oynar ve bu etki muhtemelen, plastisitenin gelismesi sirasinda aktiflesen bazi hiicre
ici kinaz ve fosfatazlarin, taunun fizyolojik fosorilasyonunu/defosforilasyonunu

saglayacak sekilde etki etmesinden kaynaklanabilir
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARI ve GRUPLANDIRMA

Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma projeleri (BAP) Birimi

Tarafindan desteklenen TTU-2021-11016 nolu proje kapsaminda ve Erciyes
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun 07.10.2020 tarih ve 20/130 sayili
onay1 ile gergeklestirildi. Calisma icin Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya lyi
Klinik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde tretilen Wistar albino cinsi 108 adet
180-200 gr agirliginda 60 giinliik geng-eriskin erkek sican kullanildi. Sicanlar
musluk suyu ve standart sigan yemi ile kisitlama yapilmaksizin beslendi. Calismada
gereksiz deney hayvani kullanmamak ve deney hayvanlarina aci vermemek i¢in etik
ilkelere 6zen gosterildi. Siganlar; kontrol (n=36), Roscovitine (20uM) (n=36) ve
Roscovitine(100uM) (n=36) grubu olmak tizere 3 gruba ayrildi. Uygulanan UDG,
UDB ve metaplastisite protokollerinin herbiri i¢in 12’ser sican kullanildi.
Elektrofizyolojik kayitlarin bitiminden hemen sonra sicanlar dekapite edilerek
beyinleri ¢ikarildi ve hipokampiisleri izole edildi.Ve ¢ikarilan hipokampal dokularin
6’s1 Western blot 6°s1 rtPCR i¢in ayrildi. Izole edilen hipokampiisler ise Western blot
ve PCR analizleri yapilincaya kadar -80 °C'de saklandi, hipokampiislerde ise Cdk5

ve MAPK proteinlerinin ekspresyon ve fosforilasyon diizeyleri 6l¢iildii.
Deney gruplarinin olusturulmasi

1.Kontrol grubu: Sicanlara 3 farkli protokol uygulandigi i¢in 36 sigan 12serlik
gruplara ayrilarak calisildi.Herbir gruba serum fizyolojik (SF) inflizyonu 1 saat
siireyle hipokampusun dentat girus bolgesine indiiksiyon protokoliiniin uygulanmasi

sirasinda uygulandi.

2. Roscovitine (20 pM) grubu: Sicanlara 3 farkli protokol uygulandigi i¢in 36 sican

12serlik gruplara ayrilarak calisildi.Herbir Roscovitine (20uM) grubuna 12 sigcan
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olmak iizere toplamda 36 sican kullanildi.Roscovitine inflizyonu(20uM) 1 saat
stireyle hipokampusunn dentat girus bolgesine indiiksiyon protokoliiniin uygulanmasi

sirasinda yapildi.

3. Roscovitine (100nM) grubu: Sicanlara 3 farkli protokol uygulandigi igin 36 sigan
12serlik gruplara ayrilarak calisildi.Herbir Roscovitine (100uM) grubuna 12 sigan
olmak iizere toplamda 36 sican kullanildi.Roscovitine inflizyonu(100uM) 1 saat
siireyle hipokampusun dentat girus bdlgesine indiiksiyon protokoliiniin uygulanmasi

sirasinda yapildi.
3.2. ELEKTROFIZYOLOJi KAYITLARININ ALINMASI

Sicanlar 1,2 g/kg dozda intraperitoneal iiretan enjeksiyonu ile anestezi edildikten
sonra kulak ve agiz c¢ubuklar1 vasitasiyla sabitlenerek stereotaksik sisteme (Kopf
Instruments, Tujunga, CA, USA) yerlestirildi (Sekil 3.1). Daha sonra kafa derisi
lizerinde yapilan orta hat kesisi ile kafatasina ulasildi. Kafatasina ulastiktan sonra
bregma referans noktasi olarak isaretlendi. Sag hemisferin kraniyumunda
hipokampus {izerine denk gelecek sekilde bir pencere agilarak kafatasi pargasi
cikarildi. Bregma referans alinarak bipolar uyarici elektrot (Teflon kapli, paslanmaz
celik, 127 pm ¢apli, ucunun yiizeyi izole edilmis) medyal perforan yol uyarimi i¢in;
koordinatlar1 bregmaya gore Anterior - Posterior (AP) : 6.5 mm; Mediyal - Lateral
(ML) : 3.8 mm olacak sekilde yerlestirildi. Uyarict elektrodun iki kutbu diisiik
direngli kablolar ile bir uyarim izolatoriine (A385, World Precision Instruments,
USA,) baglandi. Dis ¢apt 1,5 mm ve uzunlugu 10 mm olan borosilikat kapiller
tiplerden (World Precision Instruments) dikey bir mikropipet ¢ekici (P30, Sutter
Instrument Co, USA) ile hazirlandi. Cam mikropipetin bir kanali 3M NacCl ile
dolduruldu, diger kanali ise kontrol grubunda serum fizyolojik ile, Roscovitine
(20uM) grubunda Roscovitine ile,Roscovitine(100uM) grubunda ise Roscovitine ile
dolduruldu. Kanaldan yapilacak infiizyonlar Hamilton pompa sistemi ile kontrol
edildi. Iki kanalli cam mikropipet (u¢ direnci 2—-10 MQ) kayt i¢in ipsilateral dentat
girusun graniil hiicre tabakasina (bregmaya gore mm: AP: -3.5, ML: 2.15)
yerlestirildi. Bir Ag-AgCl disk elektrot boyun derisi altina kondu ve referans elektrot
olarak kullanildi. NaCl 1ile doldurulan mikropipet icine kayit elektrodu olarak

yerlestirilen klorlanmis giimiis tel ve referans elektrodu bir head-stage kullanilarak
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tek kanal epitelyal voltaj/akim kiskag ylikseltecine (VCC600, Physiological

Instruments) baglandi. Biitiin sistem bir Faraday kafesi kullanilarak topraklandi.

recording
—— |\

1
%; stimulus

Sekil 3.1. Stereotaksik catiya yerlestirilmis sicanin deney sirasindaki goériiniimii
(solda) ve perforan yolagin uyarilmasi ile olusan yanitlarin dentat girustan
kaydedilmesi (sagda)

3.2.1. Tipik elektriksel cevabin elde edilmesi

Hem uyarict hem de kayit elektrodu, EPSP olarak tanimlanan pozitif yonlii bir
sapmay1 takip eden ve populasyon spike (PS) olarak tanimlanan maksimum negatif
yonlii sapma elde edilene kadar derin yapilara indirildi . Graniil hiicre tabakasinin
tipik yanit1 elde edilmeye baslandiginda elektrotlarin derinlikleri 0,1 mm artirilarak
en biiylik cevap elde edildi. Biitiin deneylerde ortalama elektrot derinlikleri uyarici

elektrot i¢in 2,5 mm, kayit elektrodu i¢in 3 mm’dir.
3.2.2. Girdi-Cikt1 Egrileri “Input — Output (1/0) Curve

Elektrotlarin yerlestirilmesinden sonra 15 dakika siiresince akim siddeti 0,1 mA’den
1,5 mA’e kadar 0,2 mA'lik adimlarla artirilan 175 ps siireli tek-fazli sabit akim
pulslart her 20 saniyede bir verilerek Input — Output (I/O) egrileri elde edildi. Her
akim siddeti i¢in kaydedilen 3 ardil yanitin ortalamasi akim siddetine kars
grafiklendi. Maksimum PS genliginin yarisini olusturan akim siddeti test uyaran

siddeti olarak belirlendi ve deneyin sonraki asamalarinda bu akim siddeti kullanildu.
3.2.3. UDG Kayitlarinin Alinmasi

Test uyaran siddetinde bir uyar1 30 sn’ de bir verilerek 15 dakika siireyle bazal kayit
alindi. Bazal kaydin ardindan indiiksiyon donemi olarak tanimlanan siire i¢in 5’er

dakika ara ile 100 Hz frekansinda 1 sn siiren dort yiiksek frekansli uyaran (YFU) ile
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UDG indiiklendi. Birinci verilen YFU sirasinda infiize edilecek maddenin (SF,
Roscovitine) infiizyonuna baslandi ve 1 saat boyunca devam edildi . Son YFU' yu
takiben toplam idame donemi olarak tanimlanan 60 dakikalik siirede 30 sn’ de bir
test uyaran siddetinde uyari ile uyarima devam edildi. YFU donemindeki UDG
yanitlarinin ortalamas: indiiksiyon dénemi, son YFU verilmesini takiben deneyin
sonuna kadar elde edilen UDG yanitlarinin ortalamasi ise idame donemi yanit1 olarak

belirlendi. (Sekil 3.2)

UDG iINDUKSIYONU

Infazyon
Baglangici
15dk
15dk 15 dk 60 dk
Test Uyaran
Siddetinin Bazal Kayit indoklenme Idame
Belirlenmesi Donemi Dénemi
20sn 30 sn 5 dk 30 sn
— —t — — ' |

T i iy

iy
0,175ms 0,175ms 0,175 ms
0,05 Hz 0,033 Hz 0,033 Hz
Elektrot
4, YFU
3.YFU
2.YFU

1.YFU

Yerlestiriimesi

Sekil 3.2 UDG Kayitlarinin Alinmasi

3.2.4. UDB Kayitlarinin Alinmasi

Test uyaran siddetinde bir uyar1 30 sn’ de bir verilerek 15 dakika siireyle bazal kayit
alindi. Bazal kaydin ardindan 900 kez 1 Hz frekansinda diisiik frekansli uyarim ile
UDB indiiklendi. DFU sirasinda infiize edilecek maddenin (SF,Roscovitine)
inflizyonuna basland1 ve 1 saat boyunca devam edildi Son DFU uyaridan sonra her

30 sn de bir test uyarimi verilip toplamda 60 dk sonra deney sonlandirildi .(Sekil 3.3)
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UDB iINDUKSIYONU

15dk
15dk 15dk 60 dk
Test Uyaran
Siddetinin Bazal Kayit IndUklenme idame
Belirlenmesi Doénemi Doénemi
20sn 30sn 30sn
T i i -
0,175ms 0,175 ms 1Hz, 900 Uyan 0,175 ms
0,05 Hz 0,033 Hz 0,033 Hz
Elektrot
Yerlestiriimesi
Infozyon
Baslangici

Sekil 3.3 UDB Kayitlarinin Alinmast

3.2.5. Metaplastisite Kayitlarinin Alinmasi

Metaplastisite protokolii uygulanan gruplarda oncelikle bazal kaydin ardindan
astarlama — “priming” uyaran olarak DFU (1 Hz, 900 uyar1, 900 saniye) 15 dk
boyunca uygulandi. DFU sirasinda infiize edilecek maddenin (SF,Roscovitine
20uM,Roscovitine 100uM) inflizyonuna basland1 ve 1 saat boyunca devam edildi.
“Priming” uyarmmi takiben 5 dakika boyunca her 30 saniyede bir uyar1 verilerek
(0.033Hz), yanitlarda meydana gelen degisiklikler kaydedildi. Sonrasinda 5 dakika

araliklarla 4 kez YFU uygulanarak tetanizasyon indiiklendi.

Biitiin gruplarda indiiksiyon protokolii uygulandiktan sonra idame donemi olarak
tanimlanan 60 dakikalik stirede 30 sn’de bir test uyaran siddetinde uyarima devam

edildi. 60 dk sonunda kayit sonlandirilarak analizler gerceklestirildi

METAPLASTISITE INDUKSIiYONU

Test Uryaran Siddetinin Bazal Kayt Priming Lyanm LD Indidikleme Idamie Dénemd
Belirlenmesi (15 di) [15 dik) 15 i DEnemi (15 di) [0 lke)
0 En 3050 . 5 dic =0 50
. — el
| 1 1 1 1 L
I L I L L L]
- - I 0,175 e
Elekinot 0TS ms BT me 1M, SO0 Uyan [$00 sn)
Yerbegtivilm 4.%¥FU fUe33 M
oS He Co0Ea ey 3. YFL
2.¥YHFu
1. YiFuw

Sekil 3.4. Metaplastisite kaydi deney protokolii semasi
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3.2.6. Veri Kazamimi ve Uyarim

Veri kazanimi ve uyarim isleminin kontroli “Scope” yazilimi (ADInstruments,
Colorado Springs, CO, USA) ile vyapildi. A/D ¢evirici (Powerlab/8SP,
ADlInstruments, Colorado Springs, CO, USA) vasitasiyla tek fazli 10 V 0,175-ms
stireli pulslar olusturuldu ve wuyart izolatoriiniin tetiklenmesinde kullanildi.
Kaydedilen biyolojik sinyaller 0,1-10 kHz band-genisliginde bir yiikselticide 1000x
kez yikseltildi. Aktivite 20 ms icin 40 kHz hizinda ¢evirim i¢i olarak

rakamsallagtirildu.
3.2.7.Veri Analizi ve Istatistik

Eksitator Post Sinaptik Potansiyel dalgasimmin egimi; dalganin baslangici ve PS
dalgasinin baglangici arasindaki voltaj farkinin %20-80'1 olacak sekilde hesaplandi.
PS genligi ilk pozitif yiikselti ve sonraki negatif yiikselti arasindaki fark olarak
hesaplandi. Baslangigtaki 15 dakikalik bazal kayit siiresinde tetiklenen 30 alan
potansiyelinin EPSP ve PS’lerinin ortalama egim ve genlik degerleri 100 kabul
edildi; indiiksiyon sonrasindaki her EPSP egim ve PS genlik degerleri 100 kabul

edilen degerlerin yiizdesi cinsinden hesaplandi.

Deney gruplarinda uygulanan indiiksiyon protokoliine gore; YFU sonrasi ilk 5
dakikalik dénemde, DFU sonrasi ilk 5 dakikalik donemde ve deney sonundaki son 5
dakikalik donemde kaydedilen 10’ar alan potansiyelinden EPSP egim ve PS genlik
degerlerinin ortalamalar1 hesaplandi. Ayrica indiiksiyon protokolii i¢in, son 5 dk’lik
donemin ilk 5 dk’lik doneme yiizde orani, UDG protokolii uygulanan deneylerde
bozulma (decay) orani; UDB uygulanan deneylerde korunma orani, tersinme
deneylerinde tersinme orani1 ve metaplastisite deneylerinde astarlanma orani olarak

hesaplandi.

Istatistiksel karsilastirmalar igin, gruplar arasinda anlamlilk olup olmadigmi
saptamak icin tek yonlit ANOVA testi, gruplarin ikili karsilagtirmasinda ise post-hoc
Tukey testi kullanmldi. Bir grup iginde elde edilen degerlerin bazal degerlerle
karsilastirilmast i¢in tek 6rneklem t testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak

secildi. Degerler ortalama + standart hata seklinde ifade edildi.
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3.3. WESTERN-BLOT YONTEMI iLE PROTEIN DUZEY TAYINi

Western blot ¢aligmalart i¢in, elektrofizyoloji kayitlarinin bitimini takiben sicanlar
dekapite edilerek beyinleri ¢ikartildi. Daha sonra hipokampus doku ornekleri bir
camin tizerinde bistiiri yardimiyla mekanik olarak parcalandi. Dokular, eppendorf
tiiplere alinip -80 OC' de saklandi. Ornekler calisilacagi zaman hipokampal
dokulardan RIPA lizis tamponu ile protein izolasyonu yapildiktan sonra biginkonik
asit (BCA) belirteci ile konsantrasyonlar1 belirlenip her kuyucukta 20 pg protein
olacak sekilde Sodyum dodesil siilfat - poliakrilamid jel (SDS-PAGE)’e yiiklendi.
Maksimum voltaj (V) ve jel basina 25 sa21 (mA) olacak sekilde proteinler yiiriitiildii
ve poliviniliden difloriir (PVDF) membrana aktarildi. Tris-Buffered Saline-Tween
(TBS-T) iginde hazirlanmis % 5’lik siit tozu ile 1 saat bloklama yapildiktan sonra,
blotlar TBS-T ile 5 defa 5’er dakika araliklarla yikandi ve hemen ardindan TBS-T
icinde hazirlanmis % 5’lik bovin serum albiimin (BSA) ile hazirlanmig primer
antikorlarla (tau Mouse mAb, 1:1000, p-tau (Ser416) Rabbit mAb, 1:1000, p-
tau (Thrl81) Monoclonal ~ Antibody, 1:500,3-Actin Antibody, 1:1000total
Cdk51:1000,p-Cdk5(ser'®® ,p -Cdk5(tyr'> Mouse mAb,1:1000,) 12-16 saat, +4 oC'
de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra TBS-T ile yikama islemi gerceklestirilip,
horse radish peroksidaz (HRP) ile konjuge edilmis sekonder antikor (%5 BSA i¢inde
hazirlanan, anti-mouse ve anti-rabbit, 1-5000) ile 1 saat muamele edildi. Gelismis
kemiliiminesans (Enhanced chemiluminescence: ECL; Pierce™ Western Blotting
Substrate, catalog number: 32106) western blot substrat soliisyonu ile sinyal almak
icin SynGene G:BOX Chemi (Beacon House, Cambridge, UK) cihazinda
goriintiileme islemi yapildi. FElde edilen membran goriintileri imagelJ

(NationallnstitutesofHealth, USA) programi kullanilarak hesaplandi.
3.3.1.Veri Analizi ve istatistik

Western-blot deneylerinde elde edilen bantlarin optik yogunlugu standardize
edildikten sonra Kruskal-Wallis ve Mann-Whithney U testi ile analiz edildi.
Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak segildi. Degerler ortalama + standart hata seklinde
ifade edildi.
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3.4. PCR
3.4.1. Hipokampus Dokusundan RNA izolasyonu

Her biri i¢inde 1000 pl PureZOL™ (BioRad, ABD) RNA izolasyon soliisyonu
bulunan tiip i¢ine alinan hipokampus dokulari homojenizator yardimiyla homojenize
edildi. Daha sonra oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Uzerine 400 pl kloroform
eklenmis ve 15 sn vorteks yapildi. Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. 14000 g'de
20 dk +4 °C santrifiij edildi. Santrifiij sonunda olusan ak6z faz yeni bir ependorf
tiipe alind1. Uzerine (akdz faz miktarma bagli olarak) 300 ul izopropanol eklendi ve
birkag kez alt iist edildi. Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi ve 14000 g’de 30 dk
+4°C santrifiij edildi. Santrifiij sonunda olusan siipernatant kismi atildi. Dipte kalan
pellet kismi tizerine 1 ml %75’ lik etanol eklenerek ve vorteks yapildi. Sonrasinda
7500 g'de 5 dk +4°C santrifiij edildi. Santifiij sonunda olusan siipernatant kisim
atilmis ve pellet etrafindaki etanol pipetle alinip temizlendi. Pellet 10-15 dk etanol
ucana kadar oda 1sisinda kurutuldu. Kurutma isleminden sonra iizerine 20 ul NFW
(Nuclease Free Water) eklenmis ve pellet resiispanse edildi. Daha sonra buz igerisine
alinmis ve +4°C buzdolabinda 10-15 dk bekletildi. Bu siire sonunda nanodropta

RNA konsantrasyonu (ng/ul) 6lgtimii yapildi.
3.4.2. DNA Sentezi

Calismaya baslamadan Once siganlara ait biitlin RNA 6rnekleri numaralandirilmis ve
PCR tiipleri {izerine bu numaralar yazildi. cDNA sentezi i¢in iScrip™ cDNA sentez
Kit (1708890, BioRad, ABD) kullanildi. cDNA sentezi iScrip™ cDNA Kit

protokoliine gore yapildi.

Her numuneden esit miktarda RNA ile reaksiyon olusturulabilmesi icin RNA miktar
tayini sonucuna gore eklenecek olan RNA ve su miktarlar1 hesaplandi. PCR tiiplerine
istenilen miktarda NFW ve RNA oOrnekleri toplam hacim 15ul olacak sekilde
eklendi. Sonrasinda 5X reaction buffer (4 pul) ve Revers Transkriptaz (1 pl) karisimi
her bir PCR tiipline 5 pl dagitilip ve tiipler PCR cihazina (CFX Connect Real-Time
PCR detection System BioRad) konuldu. PCR sonunda elimizde 20ul ¢cDNA {iriinii
olustu. PCR cihazinda (CFX Connect Real-Time PCR detectionSystem, BioRad)
inkiibasyon, denatiirasyon ve cogalma ve birlesme basamaklari i¢in sirasiyla 25

°C’de 5dk, 42°C’de 30 dk ve 85°C’de 5 dakika tutuldu.
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3.4.3. RNA Ekspresyon Calismasi

MAPT ve Cdk5 genlerinin mRNA ekspresyonlar1 SSOAdvanced Universal IT SYBR
Green Supermix kit (10000076382, BIORAD, ABD) kullanilarak BIORAD CFX
Connect Real Time PCR cihazinda (BIORAD, ABD) c¢alisildi.

Kit igerisinden ¢ikan SYBR Green Supermiks (10 pul), Nuclease Free Water (8 pl) ve
Primer (lul)’den olusan bir reaksiyon karisimi hazirlanip, 96’lik well plate
tizerindeki kuyucuklara dagitilip ve her bir kuyucuga ¢cDNA (1 ul) eklendi. Daha
sonra CFX Connect Real-Time PCR detection System PCR cihazina yerlestirildi.
PCR pre-inkiibasyon, ¢cogaltma ve sogutma kosullari i¢in sirasiyla 95 °C’da 3 dk, 95
°C 5 sn ve 60°C’de 15 sn (44 dongii) ve 40°C’de 30 sn tutuldu. Biitiin 6rnekler
manipiilasyondan dolay1 dogabilecek hatalar1 6nleyebilmek i¢in ¢ift ¢alisildi. House-
keeping gen olarak B-Actin kullanildi. islem sonunda kaydedilmis elde edilen Ct

(threshold cycle) degerleri 2 2¢¢metodu kullamlarak hesaplandi ve normalize edildi.

3.4.4. Veri Analizi ve Istatistik

PCR deneylerinde elde edilen mRNA seviyeleri standardize edildikten sonra
Kruskal-Wallis ve Mann-Whithney U testi ile analiz edildi. Anlamlilik diizeyi
p<0,05 olarak secildi. Degerler ortalama + standart hata seklinde ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Geng-eriskin Erkek Sicanlarda Farkh Plastisite Formlarmmm Kontrol

Degerleri.

Bu calismanin elektrofizyolojik verileri plastisitenin sinaptik ve somatik (ndronal)
bilesenlerinin ayr1 ayr1 degerlendirilmesine olanak vermektedir. Plastisitenin sinaptik
bileseni EPSP egimindeki degisme ile; somatik bileseni ise PS genligindeki degisme

ile degerlendirilmistir.

Kontrol grubu sicanlarda perforan yol sadece yiiksek frekansli uyarim ile
uyarildiginda dentat girus noronlarinin etkinliginin 1 saat sonra uyarimdan Onceki
degerin %190,4+9,9’una kadar arttig1; buna karsilik sinaptik etkinlikteki artisin
%117,5+2,4 oraninda oldugu bulunmustur. Bu bulgular, kontrol grubu geng-erkek
sicanlarda YFU ile indiiklenen UDG formunun somatik bilesen agirlikli olarak
gerceklestigini gostermektedir. Buna karsilik diistik frekanshi uyarim ile perforan
yolun uyarilmasindan bir saat sonra sinaptik etkinlikte anlamli bir degisme
gbézlenmezken (uyarimdan Onceki degerin %104,345,6’s1 kadar artis olmustur)
somatik etkinlik uyarimdan 6nceki degerin %136,3+12,6’sina ulasmistir. Bu bulgu
da perforan yolun DFU ile uyarilmasimin dentat girusta sadece somatik bilesenden
olusan bir UDG indiikledigini gostermektedir. DFU ve YFU’nun ardil bir sekilde
uygulandig1r deneylerde ise sinaptik bilesenin bazal degerin %77,448,6’ine kadar

azalmasina ragmen somatik bilesenin %146,1+20,4 oraninda artis gostermistir.

31



Tablo4. 1. Geng Eriskin Erkek Si¢anlar Gozlenen Plastisite Formlari

Indiiksiyon Protokolii

Sinaptik bilesen

Somatik bilesen n

(EPSP egim degisimi) (PS genlik degisimi)

YFU (4 kez, 100Hz, 400 puls) Gii¢lenme

DFU (900 puls, 1 Hz)
DFU sonrasinda YFU

Degisme Yok

Baskilanma

Giiglenme
Giiglenme

Giiglenme

10
10
10

4.2. Roscovitine’nin YFU ile Indiiklenen Plastisitenin Sinaptik Bilesenine Etkisi

Infiizyonlar yapilmadan &nce elde edilen girdi-gikt1 egrilerinde (Sekil 4.1), farkl

uyar1 siddetlerinde elde edilen EPSP egim degerleri Tablo 4.2°de sunulmustur. EPSP

egimi biitlin gruplarda uyar1 siddeti arttikca artmis ve bu artis gruplar arasinda

farklilik gostermemistir (tekrarlayan ol¢timlii ANOVA testi,

Uyarn siddeti etkisi

F7175 = 138,56, p < 0,001; Uyari siddeti x grup Fi4175 = 1,314 p > 0,05; Grup etkisi

Fo25 = 1,172, p >0.05). Bu nedenle, inflizyondan once gruplarin bazal sinaptik

etkinlik bakimindan aralarinda fark yoktur.

Tablo 4.2. infiizyondan 6nce farkli uyari siddetlerinde elde edilen EPSP egim

degerleri (input/output,mV/msn)

Uyari Siddeti (mA)  SF grubu R-20 grubu R-100 grubu
(n=30) (n=27) (n=27)
0,1 5,26+0,33 4,72+0,37 4,71+0,39
0,3 6,09+0,35 5,75+0,31 5,59+0,43
0,5 6,71+0,40 6,21+0,32 6,09+0,44
0,7 7,16+0,41 6,53+0,30 6,26+0,39
0,9 7,32+0,42 6,76+0,37 6,33+0,40
1,1 7,39+0,44 6,73+0,37 6,48+0,43
1,3 7,53+0,48 6,69+0,40 6,62+0,42
1,5 7,69+0,46 6,79+0,45 6,78+0,44

SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 uM Roscovitine infiize edilen

grup; R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart

hata olarak verilmistir.

32



YFU protokoliinden sonraki EPSP egim degisimi sekil 4.2 B’de sunulmustur. EPSP
egiminin bazal degere gore % degisimi, son YFU’dan sonraki 5 dakikalik donemde
(post-tetanik giiclenme) ve 55-60 dakikalar arasindaki donemde olgtilmistiir (Sekil
4.3). Degerler ve istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4. 3’de verilmistir. Post-tetanik
giiclenme doneminde 3 grupta da bazal degere (%100) gore gerceklesen artiglar
anlamlidir (tek-Ornek t testi, p’ler< 0.001) ancak gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (Tablo 4.3). EPSP egimlerindeki artis orani, kaydin son bes
dakikasina kadar azalsa da her {i¢ grupta da anlamli bir sinaptik UDG indiiklenmistir
(tek-ornek t testi, SF grubu p’ler < 0.001) ve gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunmamistir. Bu bulgular YFU ile indiiklenen plastisitenin sinaptik bilesenin

intrahipokampal Roscovitine infiizyonundan etkilenmedigini gostermektedir.

Tablo 4. 3. Yiiksek frekansli uyari protokolii ile EPSP egiminde meydana gelen artis
oranlar1 (%)

Grup (infiizyon) n 15-20nci dakikalar ~ 70-75nci dakikalar
SF 10 148,0£6,7 117,5+2,4°

R-20 9 132,2+4,4 110,5+2,5°

R-100 9 145,2+6,5" 122,5+6,6"
Tek-yonlii ANOVA Fa25 1,936 1,973

(Gruplar arasi karsilastirma)

p 165 ,160

SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 uM Roscovitine infiize edilen
grup; R-100: 100 uM Roscovitine inflize edilen grup. Degerler ortalama + standart

hata olarak verilmistir. ~ kendi bazal degerine (%100) gore anlamli fark gdsterir.
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Sekil 4.1. Roscovitine YFU ile indiiklenen plastisitenin sinaptik bilesenini etkilemez.
A. Infiizyonlardan énce uyar siddeti ve EPSP egim iliskisi gruplar arasinda farklilik
gostermemektedir. B. Bir saat siiren fizyolojik serum (SF, n =10), Roscovitine (20
uM, n = 9) ve Roscovitine (100 uM, n = 9) inflizyonlar1 sirasinda, EPSP egiminin
YFU ile indiiklenen zamansal degisimi. Her bir EPSP egimi kendi bazal degerin
yiizdesi cinsinden hesaplanmistir. Degerler ortalama + standart hata olarak
grafiklenmistir. C. 15-20 ve 70-75nci1 dakikalar arasinda olciilen ortalama EPSP egim
degerleri. Siitun grafikler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. X=SF
grubu,y=Roscovitine 20 uM z=Roscovitinel00 pM kendi bazal degerine (%100)
gore anlaml farki gosterir.

4.3. Roscovitine’in YFU ile Indiiklenen Plastisitenin Somatik Bilesenine Etkisi

Infiizyonlar yapilmadan &nce elde edilen girdi-gikt1 egrilerinde (Sekil 4.1), farkl
uyar1 siddetlerinde elde edilen PS genlik degerleri Tablo 4.4’de; sunulmustur. PS
genlikleri biitlin gruplarda uyar siddeti arttikga artmis ve bu artis gruplar arasinda
farklilik gostermemistir (tekrarlayan ol¢iimli ANOVA testi, Uyart siddeti etkisi
F7175= 167,89, p < 0,001; Uyar siddeti x grup Fi4175 = 0,598 p > 0,05; Grup etkisi
Foos = 1,177, p >0.05). Bu nedenle, inflizyondan 6nce gruplarin bazal ndronal

etkinligi bakimindan aralarinda fark yoktur.
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Tablo 4.4. Infiizyondan 6nce farkli uyari siddetlerinde elde edilen PS genlik

degerleri (mV/msn).

Uyari Siddeti SF grubu R-20 grubu R-100 grubu
(MA) (n=30) (n=27) (n=27)

0,1 2,27+0,21 2,83+0,29 2,37+0,32
0,3 4,89+0,42 6,22+0,46 5,60+0,51
0,5 8,13+0,69 8,97+0,61 8,23+0,79
0,7 9,61+0,78 10,80+0,71 9,65+0,92
0,9 10,55+0,91 12,16+0,92 10,81+0,97
1,1 11,42+1,16 13,17+0,96 11,22+0,99
1,3 12,37+1,13 13,95+1,03 11,78+0,99
1,5 12,49+1,16 14,36+1,08 12,02+1,04

SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 uM Roscovitine infiize edilen
grup; R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart

hata olarak verilmistir.

YFU protokoliinden sonraki PS genlik degisimi Sekil 4.2’de sunulmustur. PS
genliginin bazal doneme gore % degisimi, son YFU’dan sonraki 5 dakikalik
donemde (post-tetanik giliclenme) ve 55-60 dakikalar arasindaki donemde
Olclilmiistiir. Degerler ve istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 5’de verilmistir. Post-
tetanik gliclenme doneminde 3 grupta da bazal degere (%100) gore gerceklesen
artiglar anlamhdir (tek-6rnek t testi, p’ler < 0.001) ancak gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunmamistir (Tablo 4.3). PS genligindeki artig orani, kaydin son bes
dakikasina kadar azalsa da her ii¢ grupta da UDG nin somatik bileseni indiiklenmistir

(tek-6rnek t testi, SF grubu p’ler < 0.001) ve gruplar arasinda anlamli bir fark
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bulunmamistir. Bu bulgular UDG’nin somatik  bileseninin  olugmasinda

intrahipokampal Roscovitine inflizyonunun etkisinin olmadigint géstermektedir.

Tablo4. 5. Yiiksek frekansli uyari protokolii ile PS genliginde meydana gelen artis
oranlar1 (%)

Grup (infiizyon) n 15-20nci dakikalar 70-75nci dakikalar
SF 10 235,8+16, 5 190,4+9,97
R-20 9 24224274 201,1423,2"
R-100 9 297,6+38,6" 247,0+30,7
Tek-yonli ANOVA Foos 1,436 1,821

p 257 ,183

SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 uM Roscovitine infiize edilen
grup; R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart

hata olarak verilmistir. ~ kendi bazal degerine (%100) gore anlamli fark: gdsterir.
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Sekil 4.2. Roscovitine YFU ile indiiklenen plastisitenin somatik bilesenini etkilemez.
A. Infiizyonlardan 6nce uyar1 siddeti ve PS genlik iliskisi gruplar arasinda farklilik
gostermemektedir. B. Bir saat siiren fizyolojik serum (SF, n =10), Roscovitine (20
UM, n = 9) ve Roscovitine (100 uM, n = 9) inflizyonlar sirasinda, PS genliginin
YFU ile indiikklenen zamansal degisimi. Her bir PS genligi kendi bazal degerin
yiizdesi cinsinden hesaplanmistir. Degerler ortalama =+ standart hata olarak
grafiklenmistir. C. 15-20 ve 70-75nci dakikalar arasinda oOlciilen ortalama PS genlik
degerleri. Siitun grafikler ortalama + standart hata olarak verilmistir X=SF
grubu,y=Roscovitine 20 uM z=Roscovitine 100 uM kendi bazal degerine (%100)
gore anlaml farki gosterir.
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4.4. Roscovitine’in DFU ile Indiiklenen Plastisitenin Sinaptik Bilesenine Etkisi

Infiizyonlar yapilmadan &nce elde edilen girdi-gikt1 egrilerinde (Sekil 4.3), farkl
uyar1 siddetlerinde elde edilen EPSP egim degerleri Tablo 4. 6’da sunulmustur. EPSP
egimleri biitlin gruplarda uyar1 siddeti arttikga artmis ve bu artis gruplar arasinda
farklilik gostermemistir (tekrarlayan olgtimliic ANOVA testi, Uyar siddeti etkisi
F7175= 94,11, p < 0,001; Uyar1 siddeti x grup Fi4175 = 1,002 p > 0,05; Grup etkisi
Fo25 = 0,259, p >0.05). Bu nedenle, infiizyondan once gruplarin bazal sinaptik

etkinligi bakimindan aralarinda fark yoktur.

Tablo4.6. infiizyondan once farkli uyar: siddetlerinde elde edilen EPSP egim
degerleri (input/output,mV/msn).

Uyar Siddeti SF grubu R-20 grubu R-100 grubu
(MA) (n=30) (n=27) (n=27)

01 4,28+0,42 4,03+0,61 4,22+0,45
03 5,20+0,51 4,76+0,64 4,94+0,63
05 5,68+0,55 5,25:+0,69 5,30+0,69
0,7 6,07+0,53 5,50+0,73 5,57+0,70
0,9 6,34+0,52 5,74+0,70 5,76+0,71
11 6,55+0,46 5,93+0,73 5,91+0,74
13 6,69+0,45 5,93+0,71 5,98+0,73
15 6,82+0,44 6,00+0,72 6,06+0,75

SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 uMRoscovitineinfiize edilen grup;
R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart hata

olarak verilmistir.

DFU protokoliinden sonraki ESPS egim degisimi Sekil 4.3’de sunulmustur. EPSP

egiminin bazal doneme gore % degisimi, DFU’nun bitiminden sonraki 5 dakikalik
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donemde (erken donem) ve 55-60 dakikalar arasindaki donemde (ge¢ donem)
Olciilmiistiir. Degerler ve istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.7°de verilmistir. Erken
donemde 3 grupta da bazal degere (%100) gore gerceklesen azalmalar anlamlidir
(tek-6rnek t testi, p’ler < 0.001) ancak gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (Tablo 4.2). SF infiizyonu yapilan kontrol grubunda ise deney sonu
EPSP egimi, bazal degerden anlamli farklilik gostermemistir. Bu nedenle perforan
yolun DFU ile uyarimi sinaptik etkinlikte uzun siireli bir degismeye neden
olmamistir. Bununla beraber, 100 uM Roscovitine infiizyonu altinda son 5 dakikada
Olciilen EPSP egim ortalamasi bazal degerden anlamli derecede diisiik bulunmustur
(tek-6rnek t testi, t9=2,374, p = 0,045). Bu bulgular, Cdk5 aktivasyonunun diisiik
frekansli uyarim protokolii ile sinaptik UDB indiiklenmesini engelleyen faktorlerden

biri olabilecegini gostermektedir.

Tablo 4.7. Disiik frekansli uyar1 protokolii ile EPSP egiminde meydana gelen
azalma oranlar1 (%)

Grup (inflizyon) n 15-20nci dakikalar ~ 70-75nci dakikalar

SF 10 89,9+1,5 104,3+5,6
R-20 9 85,042,9" 95242 8
R-100 9 85,043,17 95,042,1"
Tek-yonlii Foos 1,185 1,799
ANOVA

p 322 186

SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 uM Roscovitine inflize edilen
grup ; R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart

hata olarak verilmistir.* bazal degere (%100) gore farklilig1 gostermektedir.
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Sekil 4.3 Roscovitine DFU ile indiiklenen plastisitenin sinaptik bilesenini baskilar.

A\ Infiizyonlardan énce uyari siddeti ve egim iliskisi iliskisi gruplar arasinda farklilik
gostermemektedir. B. Bir saat siiren fizyolojik serum (SF, n =10), Roscovitine (20
uM, n = 9) ve Roscovitine (100 uM, n = 9) infilizyonlar1 sirasinda, PS genliginin
DFU (0-15 dakikalar aras1 boslik) ile indiiklenen zamansal degisimi. Her bir EPSP
egimi kendi bazal degerin ylizdesi cinsinden hesaplanmistir. Degerler ortalama +
standart hata olarak grafiklenmistir. C. 15-20 ve 70-75nci dakikalar arasinda dlgiilen
ortalama EPSP egim degerleri. Siitun grafikler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. Xx=SF grubu,y=Roscovitine 20 uM z=Roscovitinel00 uM kendi bazal
degerine (%100) gore anlamli fark: gosterir-

4.5.Roscovitine’in DFU ile indiiklenen Plastisitenin Somatik Bilesenine Etkisi

Infiizyonlar yapilmadan &nce elde edilen girdi-gikt1 egrilerinde (Sekil 4.4), farkh
uyar1 siddetlerinde elde edilen PS genlik degerleri Tablo 4.8’de; sunulmustur. PS
genlikleri biitlin gruplarda uyar1 siddeti arttik¢a artmis ve bu artis gruplar arasinda
farklilik gostermemistir (tekrarlayan olgiimli ANOVA testi, Uyari siddeti etkisi
F7175= 164,31, p < 0,001; Uyari siddeti x grup F14175 = 1,080 p > 0,05; Grup etkisi
Fo25 = 0,277, p >0.05). Bu nedenle, infiizyondan once gruplarin bazal somatik

etkinligi bakimindan aralarinda fark yoktur.
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Tablo 4.8. Infiizyondan &nce farkli uyari siddetlerinde elde edilen EPSP egim
degerleri (input/output ,mV/msn).

Uyari Siddeti SF Oncesi R-20 6ncesi R-20 dncesi
(MA) (n=30) (n=27) (n=27)

0,1 1,79+0,42 2,33+0,51 2,53+0,44
0,3 4,54+0,50 6,57+1,01 5,23+0,68
0,5 6,95+0,68 9,28+1,17 8,11+1,28
0,7 8,88+0,81 10,42+1,35 9,73+1,54
0,9 10,72+1,01 11,48+1,35 10,88+1,68
11 11,83+1,07 12,48+1,27 11,35+1,70
1,3 12,88+1,21 13,06+1,28 11,73+1,66
15 13,26+1,26 13,56+1,29 12,41+1,64

SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 uM Roscovitine infiize edilen
grup; R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart

hata olarak verilmistir.

DFU protokoliinden sonraki PS genlik degisimi Sekil 4.4’de sunulmustur. EPSP
egiminin bazal doneme gore % degisimi, son DFU’dan sonraki 5 dakikalik donemde
(erken) ve 55-60 dakikalar arasindaki donemde (ge¢) Olclilmistir (Sekil 4.4).
Degerler ve istatistiksel analiz sonuclar1 Tablo 4. 9°da verilmistir. PS genligi erken
donemde SF ve 20 pM Roscovitine infiize edilen gruplarda anlamli bir degisme
gostermezken (p > 0.05) 100 uM Roscovitine infiize edilen grupta anlamli bir azalma
gostermistir (to= 6.670, p < 0.001). Erken donemdeki PS genlikleri biitiin gruplarda
deney sonuna kadar tedrici bir artis gostermis ve deneyin sonunda sadece SF infiize
edilen grupta bazal degerine gore anlamli bir artis meydana gelmistir (to= 2.882, p =
0.018). Bu bulgular, DFU ile somatik UDG olusumuna Cdk5 aktivasyonunun

katkisina isaret etmektedir.
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Tablo 4. 9. Diisiik frekansli uyar1 protokolii ile PS genliginde meydana gelen azalma
oranlar1 (%)

Grup (inflizyon) n 15-20nci dakikalar 70-75nci dakikalar
SF 10 100,8+7,4 136,3+12,6*
R-20 9 86,9+14,4 117,7£11,3
R-100 9 71,444 3% 110,0+5,0
Tek-yonli ANOVA  Fpps 2,424 1,744

p ,109 ,195

SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 pM Roscovitine inflize edilen
grup; R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart

hata olarak verilmistir.* bazal degere (%100) gore farklilig1 gostermektedir.
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Sekil 4.4. Roscovitine DFU ile indiiklenen somatik UDG’yi baskilar.

A. Inflizyonlardan &nce uyari siddeti ve egim iliskisi iliskisi gruplar arasinda farklilik
gostermemektedir. B. Bir saat siiren fizyolojik serum (SF, n =10), Roscovitine (20
uM, n = 9) ve Roscovitine (100 uM, n = 9) inflizyonlar sirasinda, PS genliginin
DFU (0-15 dakikalar arasi boslik) ile indiiklenen zamansal degisimi. Her bir PS
genligi kendi bazal degerin yiizdesi cinsinden hesaplanmistir. Degerler ortalama +
standart hata olarak grafiklenmistir. C. 15-20 ve 70-75nci dakikalar arasinda Slgiilen
ortalama PS genlik degerleri. Siitun grafikler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. X=SF grubu,y=Roscovitine 20 uM z=Roscovitinel00 pM kendi bazal
degerine (%100) gore anlaml fark: gosterir
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4.6. Roscovitine’in DFU sonrasi YFU verilerek indiiklenen Plastisitenin

Sinaptik Bilesenine Etkisi

Boliim 4.2°de Roscovitine’nin sinaptik UDG’ye etkisi ile ilgili sonuglar verilmistir.
Sinaptik UDG, sinapsin indiiksiyondan onceki ge¢mis aktivitesine bagimlidir. Bu
bagimlilig1 gostermek iizere, baz1 deneylerde UDG indiiksiyonundan 5 dakika dnce
sinapslar 15 dakika siiren diisiik frekansli uyarima maruz birakilmistir. Bu deneylerin
baslangicinda (infiizyonlar yapilmadan once) farkli uyari siddetlerinde elde edilen
EPSP egim degerleri Tablo 4.10 ve Sekil 4.5 A’da sunulmustur. EPSP egiminin
bazal doneme gore % degisimi, DFU’dan sonraki 5 dakikalik donemde (UDG
Oncesi), 35-40nc1 dakikalar arasindaki donemde (UDG sonrasi erken donem) ve 90-
95nci dakikalarda (UDG sonrasi ge¢ donem) dl¢iilmiis; degerler ve istatistiksel analiz

sonuclar1 Tablo 4.10°da verilmistir.

EPSP egimleri biitiin gruplarda uyart siddeti arttikca artmis ve bu artig gruplar
arasinda farklilik gostermemistir (tekrarlayan olglimliic ANOVA testi, Uyar siddeti
etkisi F7175 = 151,73, p < 0,001; Uyar siddeti x grup Fi4175 = 0,573 p > 0,05; Grup
etkisi F, 5 = 0,780, p >0.05). Bu nedenle, infiizyondan 6nce gruplarin bazal sinaptik
etkinlik bakimindan aralarinda fark yoktur (Tablo 10 ve Seki 14 A).

Tablo 4.10. infiizyondan once farkli uyari siddetlerinde elde edilen EPSP egim
degerleri (input/output ,mV/msn).

Uyart Siddeti  SF grubu R-20 grubu R-100 grubu
(mA)

0,1 5,71+0,52 4,92+0,31 5,73+0,43
0,3 6,41+0,54 5,53+0,33 6,37+0,48
0,5 7,03+0,57 5,94+0,41 6,74+0,55
0,7 7,24+0,54 6,21+0,46 7,07+0,57
0,9 7,30+0,48 6,40+0,46 7,19+0,51
1,1 7,38+0,49 6,86+0,45 7,25+0,54
1,3 7,35+0,48 7,00+0,50 7,26+0,56
1,5 7,42+0,49 7,27+0,49 7,19+0,57
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SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 uM Roscovitine inflize edilen
grup; R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart

hata olarak verilmistir.

On bes dakika siiren bazal kaydin ardindan uygulanan DFU ile biitiin gruplarda
EPSP egimi bazal degerin anlamli seviyede altina diismiistiir (15-20nci dakikalar
arasi ortalama degerin %100’den farki, tek-ornek t testi, SF grubu: tg= 4.771, p =
0.001; R-20 grubu: tg=7.121, p = 0.029; R-100 grubu: tg< 0,001). DFU ile indiiklenen

bu sinaptik baskilanma gruplar arasinda farkli bulunmamuistir (Tablo 4.10).

Sinaplarda olugsan bu baskilanmadan sonra YFU protokolii uygulandiginda erken
donemde ne SF grubunda ne de R-20 grubunda UDG’nin sinaptik bileseni
indiiklenebilmistir (Tablo 4.10, 35-40nci1 dakikalar). R-100 grubunda ise bazal
degerin %128’ine kadar artan EPSP egimi (tg = 3.992, p = 0.004) elde edilmistir. Bu
bulgular baskilanan sinapslarda YFU ile UDG indiiksiyonunun yiiksek
konsantrasyonda Roscovitine ile kolaylasabilecegini gostermektedir. Deneyin son 5
dakikalik boliimiinde elde edilen EPSP egim degerleri incelendiginde ise kontrol
grubunda anlamli bir sinaptik UDB indiiklendigi (t¢ = 2,622, p = 0,028), R-100
grubunda indiiklenen sinaptik UDG nin kalic1 olmadig1 ve her iki deney grubunda da
EPSP degerlerinin bazal degerlerine gore anlamli bir degisme gostermedigi

bulunmustur.

Sekil 4.5 her grupta YFU’nun 6ncesinde DFU verilmeden (Boliim 4.2°de verilen
degerler) ve verildikten sonra elde edilen EPSP egimlerinin karsilagtirmasini
gostermektedir. Kontrol (SF) grubunda YFU’dan 55-60 dakika sonra elde edilen
EPSP egimleri, sadece YFU verildiginde, DFU’yu takiben YFU verildigi duruma
gore anlamli seviyede yiiksek bulunmustur (Bagimsiz ornekler t testi, t;5=4,474, p =
0.012). Bir bagka ifade ile YFU oOncesinde DFU verilmezse UDG’nin sinaptik
bilesenini indiiklerlerken; DFU’dan sonra verildiginde UDB’nin sinaptik formunun
olusumuna neden olmaktadir. R-20 ve R-100 gruplarinda ise sinaptik UDG
biiyiikliigii 6ncesinde DFU uygulanan ve uygulanmayan durumlar arasinda farkl

bulunmamustir.

Sekil 4.5 E, YFU’dan 55-60 dakika sonra 6l¢iilen EPSP egimlerinin, DFU’dan sonra
Olctiler degerlere gore degisim oranlarim1 gostermektedir. SF grubunda EPSP e§imi,

DFU sonrast degere gore bir degisme gostermezken, Roscovitine gruplarinda
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yaklagik %20’lik bir artis bulunmustur. Bununla beraber artis oranlari gruplar

arasinda anlamli bir farklilik géstermemistir.

Bu bulgular, birlikte degerlendirildiginde, DFU’nun YFU ile indiiklenen sinaptik
UDG anlatimini inhibe ettigini ve bu inhibisyonun Cdk5 enzimine bagimli oldugunu

gostermektedir.

Tablo 4.11. Diisiik frekansli uyari sonrasi ve Yiiksek frekansli Uyarim Sonrasi EPSP
egiminde meydana gelen degime oranlar1 (%)

Grup n 15-20nci dakikalar  35-40nc1 dakikalar  90-95nci dakikalar
(inflizyon)
SF 10  76,9+4,8* 113,8+7,2 77,4+8,6*
R-20 9 86,4+5,1* 119,1+9,3 103,6+6,8
R-100 9 85,1+2,1* 128,6+10,8* 109,8+6,9%
Tek-yonlii Foos 1,464 ,664 5,302
ANOVA
p 251 523 ,012

SF: Serum fizyolojik inflize edilen grup; R-20: 20 uM Roscovitineinfiize edilen
grup; R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart
hata olarak verilmistir. * bazal degere (%100) gore farklilig1 gdstermektedir.® SF
grubuna gore anlamli farkliligr géstermektedir (post-hocTukeytest, p = 0,015).
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Sekil 4.5. Roscovitine’nin metaplastik sinaptik UDB’yi inhibe eder.

A. Uyan protokoliinden 6nce uyar1 siddeti ve EPSP egim iliskisi gruplar arasinda
farklilik gostermemektedir. B. Bir saat siiren fizyolojik serum (SF, n =10), 20 uM (n
= 9) ve 100 uM (n = 9) Roscovitine infiizyonlar1 sirasinda (yatay ¢izgi) EPSP
egiminin DFU (0-15nci dakikalar arasi bosluk) sonrasi uygulanan YFU (oklar) ile
zamansal degisimi. Her bir EPSP genligi kendi bazal degerin ylizdesi cinsinden
hesaplanmistir. Degerler ortalama =+ standart hata olarak grafiklenmistir. Sinaptik
UDG anlatimima neden olmasi beklenen YFU nin SF grubunda UDB olusturdugu;
Roscovitine infiize edilen gruplarda ise sinaptik baskilanmanin goézlenmedigi
izlenmektedir. C. EPSP egiminin 15-20nci dakikalar, 35-40nc1 dakikalar ve 90-95nci
dakikalar arasinda olgiilen degerlerin siitun grafigi. D. YFU’nun 6ncesinde DFU
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verilmeden (Bolim 4.2°deki bulgular) ve verildikten sonra elde edilen EPSP
egimlerinin kargilastirmasi. E. YFU’dan 55-60 dakika sonra olglilen EPSP
egimlerinin, DFU’dan sonra Olgiiler degerlere gore degisim oranlari. X=SF
grubu,y=Roscovitine 20 uM z=Roscovitine100 uM kendi bazal degerine (%100)
gore anlaml farki gosterir. ® iki grup gore anlaml farkliigi gdstermektedir (post-
hocTukey test, p < 0,05). Siitun grafikler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.

4.7. Roscovitine’in DFU sonrast YFU verilerek Indiiklenen Plastisitenin
Somatik Bilesenine Etkisi

Somatik UDG’nin indiiksiyondan onceki gecmis aktiviteye bagimliligimi gostermek
lizere, baz1 deneylerde UDG indiiksiyonundan 5 dakika once sinapslar 15 dakika
siiren diisiik frekansli uyarima maruz birakilmistir. Bu deneylerin baslangicinda
(infiizyonlar yapilmadan Once) farkli uyari siddetlerinde elde edilen PS genlik
degerleri Tablo 4.11 ve Sekil 4.6 A’da sunulmustur. PS genliklerinin bazal doneme
gore % degisimi, DFU’dan sonraki 5 dakikalik déonemde (UDG o&ncesi), 35-40nc1
dakikalar arasindaki dénemde (UDG sonrasi erken donem) ve 90-95nci dakikalarda
(UDG sonras1 ge¢ donem) Slcililmiis; degerler ve istatistiksel analiz sonuclar1 Tablo

4.11°de verilmistir.

EPSP egimleri biitiin gruplarda uyart siddeti arttikca artmis ve bu artis gruplar
arasinda farklilik gdstermemistir (tekrarlayan dl¢timlii ANOVA testi, Uyar siddeti
etkisi F7175 = 151,73, p < 0,001; Uyar1 siddeti x grup Fi4175 = 0,573 p > 0,05; Grup
etkisi F, 25 = 0,780, p >0.05). Bu nedenle, inflizyondan 6nce gruplarin bazal sinaptik
etkinlik bakimindan aralarinda fark yoktur (Tablo 4.12 ve Sekil 4.6A).
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Tablo 4.12. infiizyondan 6nce farkli uyar siddetlerinde elde edilen PS genlik

degerleri (mVxmsn).

Uyarn Siddeti (mA) SF 6ncesi R-20 6ncesi R-100 oncesi
n=30 n=27 n=27

0,1 2,60+0,36 2,29+0,48 2,27+0,30
0,3 6,48+0,96 4,41+0,74 4,96:+0,59
0,5 8,93+1,09 6,91+0,89 6,96+0,71
0,7 10,75+1,05 8,75+1,06 8,92+0,88
0,9 11,62+1,02 10,08+1,41 9,95+0,95
1,1 12,39+1,02 10,86+1,59 10,90+1,18
1,3 13,07+1,00 11,82+1,56 11,74+1,29
1,5 13,17+1,02 12,58+1,73 12,26+1,25

SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 uM Roscovitine infiize edilen
grup; R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart

hata olarak verilmistir.

On bes dakika siiren bazal kaydin ardindan uygulanan DFU ile sadece SF grubunda
PS genligi kendi bazal degerinin anlamli seviyede altina diismiistiir (Tablo 4.13, 15-
20nci dakikalar arasi ortalama degerin %100°den farki, tek-6rnek t testi, SF grubu:
to= 2.336, p = 0.044; R-20 grubu: tg=0.127, p > 0,05; R-100 grubu: tg=1,555p >
0,05). DFU’dan sonraki 5 dakikalik boliim i¢in PS genlikleri gruplar arasinda farkli
bulunmamistir. DFU’dan sonra YFU protokolii uygulandiginda erken ve gec
donemde biitiin gruplarda UDG’nin somatik bileseni indiiklenebilmistir ancak PS
genlikleri gruplar arasinda farklilik géstermemistir (Tablo 4.13).

Sekil 4.6 D her grupta YFU’nin 6ncesinde DFU verilmeden ve verildikten sonra elde
edilen PS genliklerinin karsilagtirmasini gostermektedir. Bagimsiz 6rnekler t testi ile
yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore, YFU’dan 55-60 dakika sonra elde edilen
PS genlikleri SF grubunda 6ncesinde DFU verilen grupta verilmedigi gruba gore bir
azalma egilimi gostermektedir (t15=1,954, p = 0.066). R-20 ve R-100 gruplarinda ise
PS genliginin degisimi oncesinde DFU uygulanan ve uygulanmayan durumlar

arasinda farkli bulunmamastir (p > 0,05).
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Sekil 4.6 E, YFU’dan 55-60 dakika sonra 6lgiilen PS genliklerinin, DFU’dan sonra
Olgiilen degerlere gore degisim oranlarini géstermektedir. SF grubunda EPSP egimi,
DFU sonras1 degere gore yaklasik 1,8 kat artarken, Roscovitine gruplarinda yaklagik
2,4 katlik bir artis bulunmustur. Bununla beraber artis oranlari gruplar arasinda

anlamli bir farklilik géstermemistir (F2,25= 2,462, p = 0.109).

Birlikte degerlendirildiginde, bu bulgular somatik UDG’nin DFU ile regiilasyonunun
Cdk5 bagimli olmadigini gostermektedir.

Tablo 4.13. Diisiik frekansli uyar1 sonrast ve Yiiksek frekansli Uyarim Sonrast EPSP
egiminde meydana gelen degime oranlar1 (%)

Grup n 15-20nci dakikalar  35-40nc1 dakikalar  90-95nci dakikalar
(inflizyon)
SF 10 79,5488 187,5+16,5" 146,1+20,4"
R-20 9 87,6+8,0 237,6+28,8" 217,7+25,0"
R-100 9 08,7+10,3 268,9+37,8" 241,9+41,0°
Tek-yonlii Foos 1,136 2,152 2,932
ANOVA

p 337 137 072

SF: Serum fizyolojik infiize edilen grup; R-20: 20 uM Roscovitineinfiize edilen
grup; R-100: 100 uM Roscovitine infiize edilen grup. Degerler ortalama + standart
hata olarak verilmistir. * bazal degere (%100) gore farkliligi gostermektedir.® SF
grubuna gore anlamli farklilig1 gostermektedir (post-hocTukey test, p = 0,015).
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Sekil 4.6. Roscovitine somatik UDG’nin DFU ile regiilasyonunu etkilemez.

A. Uyar protokoliinden 6nce uyar1 siddeti ve PS genligi iliskisi gruplar arasinda
farklilik gostermemektedir. B. Bir saat siiren fizyolojik serum (SF, n =10), 20 uM (n
= 9) ve 100 uM (n = 9) Roscovitine infiizyonlar1 sirasinda (yatay c¢izgi) EPSP
egiminin DFU (0-15nci dakikalar arasi bosluk) sonrasi uygulanan YFU (oklar) ile
zamansal degisimi. Her bir EPSP genligi kendi bazal degerin yiizdesi cinsinden
hesaplanmistir. Degerler ortalama + standart hata olarak grafiklenmistir. Sinaptik
UDG anlatimina neden olmasi beklenen YFU nin SF grubunda UDB olusturdugu;
Roscovitine infiize edilen gruplarda ise sinaptik baskilanmanin goézlenmedigi
izlenmektedir. C. EPSP egiminin 15-20nci dakikalar, 35-40nc1 dakikalar ve 90-95nci
dakikalar arasinda olgiilen degerlerin siitun grafigi. D. YFU’nun 6ncesinde DFU
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verilmeden (Bolim 4.2°deki bulgular) ve verildikten sonra elde edilen EPSP
egimlerinin kargilastirmasi. E. YFU’dan 55-60 dakika sonra olglilen EPSP
egimlerinin, DFU’dan sonra Olgiiler degerlere gore degisim oranlari. X=SF
grubu,y=Roscovitine 20 uM z=Roscovitine100 uM kendi bazal degerine (%100)
gore anlaml farki gosterir. ® iki grup gore anlaml farkliigi gdstermektedir (post-
hocTukey test, p < 0,05). Siitun grafikler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.

4.8. Elektrofizyolojik Bulgularin Ozeti

Roscovitine inflizyonu altinda, indiiksiyondan 60 dakika sonra olusan plastisite
formlar1 Tablo 4.14°de 6zetlenmistir. Roscovitine 20 ve 100 uM konsantrasyonlarda
1 saat boyunca inflize edildiginde YFU plastisitenin hem sinaptik hem de somatik
bileseninde, kontrol grubuna benzer bir giiclenme olusturabilmistir. DFU’nun tek
basina veya ardindan YFU verildigi deneylerde olusan plastisite formunun
Roscovitine inflizyonundan etklendigi goriilmektedir. Roscovitine 100 pM
konsantrasyonda inflize edildiginde DFU, kontrol grubundan farkli olarak sinaptik
UDB indiiklemekte; DFU’dan sonra YFU verildiginde ise, kontrol grubunda olusan
sinaptik UDB yerine sinaptik UDG indiiklemektedir. Buna karsin Roscovitine 20 pM
konsantrasyonda infiize edildiginde DFU’nun kullanildig1 indiiksiyon protokolleri
herhangi bir plastik degisiklige neden olmamaktadir. DFU ile indiiklenen somatik

UDG ise Roscovitine’in her iki konsantrasyonunda da gézlenmemektedir.

Tablo 4.14. Roscovitine infiizyonu altinda, indiikksiyondan 60 dakika sonra olusan
plastisite formlari.

+]

indiiksiyon Plastisite (Sinaptik bilesen) Roscovitine 20 uM Roscovitine 100 uM
YFU UDG UbDG UDG

DFU ED ED UDB

DFU sonrast YFU UDB ED UDG

induksiyon Plastisite (Somatik bilesen) Roscovitine 20 uM Roscovitine 100 uM
YFU ubDG UbDG ubDG

DFU UDG ED ED

DFU sonrasi YFU  UDG UDG UDG

ED:Etkili Degildir
4.9. Molekiiler Bulgular

4.9.1. Roscovitine infiizyonunun plastisiteye eslik eden CDKS gen anlatimina

etkisi.

Calismamizda farkli indiiksiyon protokollerinin bitiminden 60 dk sonra c¢ikartilan
Hipokampal dokularin rastlantisal olarak secilen 6’sinda rt-PCR yontemi kullanilarak

Cdk5-mRNA diizeyi degerlendirildi ve sonuclar Sekil 16’da sunuldu. 24
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degerlerinin istatistiksel analizi Cdk5-mRNA diizeyleri arasinda YFU (Tek-yonli
ANOVA, F,1,=8,761, p = 0.003) ve DFU (Kruskal-Wallis, [1>=11,380, p = 0.0006)
uygulamasindan 60 dakika sonraki Cdk5-mRNA anlatimmin gruplar arasinda farkli
oldugunu gosterdi. Post-Hoc karsilastirmada Cdk5-mRNA diizeyinde Roscovitine
verilen gruplarda, kontrol grubuna goére, hem YFU’dan (R-20 grubu i¢in p = 0.0038;
R-100 grubu icin p = 0.0133) hem de DFU’dan (R-20 grubu i¢in p = 0.0125; R-100
grubu i¢in p = 0.0088) sonra anlamli bir azalma saptandi. Roscovitine gruplari
arasinda fark bulunmadi. Ayrica DFU-YFU verilmesinden sonra gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p > 0.05). Bu bulgular Roscovitine infiizyonu altinda
indiiklenen sinaptk UDG ve UDB’nin azalan Cdk5 anlatimi ile birlikte

gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.7. Farkli indiiksiyon protokollerinin bitiminden 60 dk sonra c¢ikartilan
hipokampal dokularda Cdk5-mRNA diizeyi.

Sekil 4.7, farkli indiiksiyon protokollerinin bitiminden 60 dk sonra c¢ikartilan
hipokampal dokulardan rastlantisal olarak segilen Orneklerde Western-blot ile
dlciilen bagil Cdk5 protein diizeyini gostermektedir. Kruskal-Wallis testi, YFU (2
=1.089; p = 0,580), DFU (1% = 1.452; p = 0,484) veya DFU+YFU ([1° = 2,892; p =
0,236) protokollerinden sonra plastisiteye eslik eden Cdk5 seviyesinin gruplar
arasinda farkli olmadigin1 gdstermistir. Bununla birlikte, DFU protokoliinden sonra
CdkS5 bandinin optik yogunlugunun, Roscovitine verilen gruplarda gézlenen mRNA

seviyesindeki azalmay1 destekleyecek sekilde azaldigi dikkati cekmektedir.
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Sekil 4.8 . Farkli indiiksiyon protokollerinin bitiminden 60 dk sonra c¢ikartilan
hipokampal dokularda Cdk5 protein seviyesi diizeyi.

4.9.2. Roscovitine infiizyonunun plastisiteye eslik eden Cdk5 fosforilasyonuna

etkisi

Sekil 4.9’de indiiksiyon protokollerinin uygulanmasindan en az 60 dakika sonra
cikarilan hipokampustaki ser™ kalitlarindan fosforillenmis tau formlarinin western
blot yontemi ile belirlenen seviyeleri ve drnek membran bantlari verilmistir. Kruskal-
Wallis testi, YFU (02 = 0,140; p = 0,932), DFU (12 = 3,173; p = 0,205) ve
DFU+YFU protokollerinden sonra (12 = 0,012; p = 0,994), plastisiteye eslik eden
Cdk5 fosforilasyonlarinda gruplar arasinda bir farkin olmadigini gostermistir. Ayrica
Tyrl5 epitopundan fosforilasyona da bakilmis ancak hi¢ bir kosulda

degerlendirilebilir bir band gézlenmemistir.
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Sekil 4.9. Farkli indiiksiyon protokollerinin bitiminden 60 dk sonra c¢ikartilan
hipokampal dokularda Ser159 epitopundan CdkS5 fosforilasyon diizeyi.

4.9.3. Roscovitine infiizyonunun plastisiteye eslik eden MAPT anlatimina etkisi

Caligmamizda farkli indiiksiyon protokollerinin bitiminden 60 dk sonra ¢ikartilan
hipokampal dokularin rastlantisal olarak segilen 6’sinda (Cdk5-mRNA 6l¢iilenlerle
ayn1 ornekler) rt-PCR yontemi kullanilarak MAPT-mRNA diizeyi degerlendirildi ve
sonuclar Sekil 4.10’da sunuldu. 24 degerlerinin istatistiksel analizi MAPT-mRNA
diizeyleri arasinda DFU+YFU (Tek-yonli ANOVA, F,14=21,71; p < 0,0001)
uygulamasindan 60 dakika sonraki MAPT-mRNA anlatiminin gruplar arasinda farkl
oldugunu gosterdi. Post-Hoc karsilastirmada MAPT-mRNA diizeyinde Roscovitine
verilen gruplarda, kontrol grubuna goére, DFU+YFU’dan (R-20 grubu i¢in p =
0.0001; R-100 grubu i¢in p = 0.0004) sonra anlamli bir azalma saptandi. Roscovitine
gruplar1 arasinda fark bulunmadi. Ayrica DFU veya YFU nun tek basina uygulandigi
deneylerde MAPT-mRNA anlatimi bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p > 0.05). Bu bulgular Roscovitine inflizyonu altinda indiiklenen sinaptik
UDG ve UDB ye eslik eden MAPT anlatiminin degismedigini ancak UDG’nin
metaplastik kontroliinlin MAPT anlatiminda azalma ile birlikte gergeklestigini

gostermektedir.
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Sekil 4.10. Farkli indiiksiyon protokollerinin bitiminden 60 dk sonra ¢ikartilan
hipokampal dokularda MAPT-mRNA diizeyi.

Sekil 4.11, farkli indiiksiyon protokollerinin bitiminden 60 dk sonra cikartilan

hipokampal dokulardan rastlantisal olarak segilen Orneklerde Western-blot ile

Slgiilen bagil tau protein diizeyini gostermektedir. Kruskal-Wallis testi, YFU (0% =
0,503; p = 0,767), DFU (12 = 0,609; p:0,738) veya DFU+YFU (% = 0,457; p =

0,796) protokollerinden sonra plastisiteye eslik eden toplam tau seviyesinin gruplar

arasinda farkli olmadigin1 géstermistir. Bununla birlikte, DFU+YFU protokoliinden

sonra biitlin gruplarda tau bandmin optik yogunlugunun, Roscovitine verilen

gruplarda gozlenen mRNA seviyesindeki azalmay1 destekleyecek sekilde azaldigi

dikkati cekmektedir.
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Sekil 4.11. Farkli indiiksiyon protokollerinin bitiminden 60
hipokampal dokularda tau protein seviyesi.
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4.9.4. Roscovitine infiizyonunun plastisiteye eslik eden Tau fosforilasyonuna
etkisi

Sekil 4.12’de YFU’dan en az 60 dakika sonra ¢ikarilan hipokampustaki thr'® ve
ser*!® kalitlarindan fosforillenmis tau formlarinin western blot yontemi ile belirlenen
seviyeleri ve 6rnek membran bantlari verilmistir. Kruskal-Wallis testi, YFU (p"™&!
tau: X%=5,245; p=0,073 ve p*™*® tau: X?=3.196; p=0,202), DFU (p™& tau:
X,=0,983; p=0,612 ve p*™' tau: X,= 0,0; p=1,000) ve DFU+YFU protokollerinden
sonra (p™8! tau: X,=0,457; p = 0,796 ve p*™*® tau: X,=0,047; p=0,977), plastisiteye
eslik eden tau fosforilasyonlarinda gruplar arasinda bir farkin olmadigim

gostermistir.
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Sekil 4.12. Farkli indiiksiyon protokollerinin bitiminden 60 dk sonra c¢ikartilan

hipokampal dokularda tau proteinin Thr181 ve Ser416 kalitlarindan fosforilasyon
diizeyi.
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5. TARTISMA
5.1. Elektrofizyolojik Bulgular

Hipokampal tri-sinaptik eksitatdr devrenin girdi yapisi (DG) ve ¢ikt1 yapisi (CAl)
plastisitenin yaygin olarak c¢alisildigr iki yapidir ve plastisitede farkli 6zellikler
gosterirler.  Ornegin DG'de UDG'yi indiiklemek igin gereken stimiilasyon
parametreleri, CAl alaninda UDG'yi indiiklemek i¢in gerekenlerden daha kuvvetli
olmalidir. Bu nedenle CA1’de UDG indiikleyebilen en diisik frekanshi uyarilar,
DG’de belirgin bir UDB olusturamazlar [78, 79]. Bu, olasilikla piramidal néronlar ve
graniil néronlarinin Ca kinetiklerinin farkli olmasina dayanmaktadir [80]. DG ve
CAT’in esas noronlar1 (sirasiyla graniil hiicreler ve piramidal hiicreler), GABAerjik
ara-noronlar1 ileri- veya geri-beslemeli inhibitor etkisine maruz kalirlar ve perforn
yol dogrudan inhibitdr ara-ndronlarda sonlanarak graniil hiicre aktivitesini (igsel
uyarilabilirligini) artirirlar [81]. Bu calismalar DG’deki plastisitenin sinaptik ve
somatik bilesenlerinin ayr1 ayr1 degerlendirilmesinin gerekliligini gdstermektedir.
Nitekim c¢alismamizda kontrol grubu sicanlarda perforan yolun her ii¢ uyar
protokolii ile uyarilmasi, YFU ile daha belirgin olmak iizere, plastisitenin somatik
bileseninde gliclenmeye neden olurken, sinaptik bilesende indiiklenen plastisite
formu degisiklik gostermistir. Sinaptik giici anlamli bir sekilde degistirmeyen DFU,
sinaptik bilesende UDG indiikleyen YFU’dan 6nce verildiginde anlamli bir sinaptik
UDB olusmasina neden olmustur. Kontrol grubundan elde edilen bu bulgular, DG
noronlarmin sinaptik baskilanma gergeklesmese bile UDG sergileyebileceklerini
gostermektedir. CA1 piramidal ndronlarinin bdyle bir 6zellige sahip olup olmadiklari

ise bilinmemektedir.

Kontrol grubu si¢anlardan elde edilen bulgulara gore perforan yolun 15 dakika siire
ile 1Hz frekansta kare pulseler ile uyarilmasi sinaptik giigte kalic1 bir degismeye

neden olmamaktadir. Calismamizda kulanilan bu protokoliin geng-yetiskin siganlarin
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CA1 bolgesinde de kalict bir sinaptik UDB indiikleyemedigi bildirilmistir [82, 83].
CA1 bolgesinden yapilan bu galismalarda PS genlik 6l¢iimleri yapilmamistir. Bizim
calismamiz disiik frekansli uyarim kalibinin sinaptik giigte bir degisiklige neden
olmaksizin noronal ¢iktida en az 1 saat sliren bir giiclenme olusturabilecegini
desteklemektedir [20, 84-86]. Ayrica Roscovitine infuse ettigimiz deney bulgulart bu
atipik UDG’nin olusumda Cdk5 aktivitesinin énemli oldugunu da desteklemektedir.
Ciinkii DFU Roscovitine varliginda hem sinaptik UDB olusumuna neden olmus hem

de PS genligindeki gliclenmeyi baskilamistir.

Calismamizda kullanilan Roscovitine’in gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi Cdk5,
aktivitesi norona Ozgii p35 ve p39 aktivator proteinler tarafindan regiile edilen bir
serin/threonin protein kinazdir. Hem pre- hem possinaptik noronda yiiksek oranda
bulunmasi nedeni ile sinaptik plastisitenin olusumu ile iliskilendirilmistir. Cesitli
caligmalar Cdk5’in norotransmisyon rolii yani sira postsinaptik sinyal yolaklarinin
reglilasyonundaki roliine de vurgu yapmaktadir [87-89]. Calisma bulgularimiz
plastisite Roscovitine verilerek YFU indiiklendiginde DG néronlarinda plastisitenin
sinaptik ve somatik bilesenlerinin etkilenmedigini gdstermektedir. Bu bulgu,
Roscovitine ile Cdk5 inhibisyonunun, sinaptik plastisite olusumundan sorumlu
onemli kinazlardan biri olan Erk1/2’nin artmis aktivasyonu ile agiklanabilir [89-92].
In vivo calisma bulgumuzun aksine in-vitro gerceklestirlen 6nceki bir calismada
Cdk5 inhibisyonun CA1 hipokampal noronlarda UDG‘yi inbibe ettigi [8]
kortikostriatal yolakta ise YFU ile indiiklenen UDB’yi UDG’ye ¢evirdigi [90] rapor
edilmistir. Bu c¢alismalarla beraber elde edilen bulgular Cdk5 aktivitesinin
hipokampal UDG’ye olan etkisinin Cdk5’in UDG anlatima olan etkisinin ¢alisilan

bolgeye gore degisebilecegine isaret etmektedir.

Diger yandan DG noronlarinin Roscovitine etkisi altinda DFU ile uyarilmasi sinaptik
UDB’ye yol agmis ve somatik UDG’yi inhibe etmistir. Onceki bir calismada Cdk5’in
NMDAR reseptor alt tipi NR2A’y1 ser1212 kalitindan fosforilleyerek bu reseptdrden
Ca akimini artirdigi gosterilmistir [91]. Dolayisiyla ¢alismamizda Roscovitine etkisi
altinda DFU ile indiiklenen plastisitenin kontrol grubuna goére azalmis Ca akimi ile
birlikte gelismesi beklenebilir. Bu nedenle, calismamizda azalmig Ca akiminin
sinaptik plastisitede UDB olusmasina ve somatik plastisitenin inhibe edilmesine

neden olabilecegi diisiiniilebilir. Literatiirde UDB-Roscovitine iliskisini arastiran bir
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calismaya rastlanilmamigsa da CdkS aktivatorii olan P35 yoksunu farelerde UDB
olusumunun bozuldugu bildirilmistir [7]. Bu bulgular Cdk5 inhibisyonuyla Cdk5
akvivatoriiniin yoklugunun UDB olusumunda farkli mekanizmalar1 kullanabilecegini

diistindiirmektedir.

Noronlarin plastisite indiiksiyonundan onceki aktivite ge¢misi, sergileyecekleri
plastisite formunun en Onemli belirleyicilerinden biridir. Metaplastisite ya da
plastisitenin plastisitesi olarak tanimlanan bu kavram sayesinde sinaptik plastisitenin
iki formunun da doygunluga ulasmasi Onlenir. Bir baska ifade ile metaplastisite,
plastisitenin biiyiikliigiinii ve yoniinii regiile eden bir siirectir. Bu ¢alismada kontrol
grubunda sinaptik UDG indiikleyen YFU’dan 6nce DFU verilmesi halinde beklenen
UDG yerine UDB indiiklenmis olmas1 tanimlanan metaplastisite oOzelliine
uyumludur. Ancak ayni metaplastisite 06zelligi, DG noronlarinda plastisitenin
somatik bileseni acisindan gozlemlenmemistir. Bu c¢alismada Roscovitine etkisi
altinda sinaptik plastisitenin metaplastik regiilasyonu ortadan kalkmis; DFU’nun
sonrasinda YFU verilerek indiiklenen sinaptik plastisiteye bir etkisi olmamistir. Bu
bulgu, Cdk5’in plastisitenin metaplastik regiilasyonuna katkis1 oldugunu kuvvetle
desteklemektedir. Bu bulgumuz ile dogrudan iliskili bir ¢aligmaya rastlanilmamissa
da sinaptik plastisite giiciiniin ayarlanmasina aktivite ile indiiklenen bir kinaz olan
Polo-benzeri kinaz 2'nin aktivasyonu ig¢in Cdk’in gerekliligi hipokampal ndronalarda

gosterilmistir [92].
5.2. Molekiiler Bulgular

Plastisitenin indiiksiyonu, hiicre i¢i sinyal yolaklarinin Ca-duyarli aktivasyonuna ve
kalicilig1r uygun ndronal proteinlerin sentezlenmesine baglidir. Bu ¢alismadan elde
edilen molekiiler bulgular, Roscovitine varliginda ve yoklugunda indiiklenen néral
plastisite formlarma eslik eden Cdk5 ve MAPT gen anlatiminin farkliligina isaret
etmektedir. HT29 insan kolon kanser hiicrelerinde Roscovitine’in Aurora-A/B, Polo-
like kinase, cyclin B2, WEE1 ve CDC25C gibi mitotik kontrol genlerinin anlatimini
azalttig1 gosterilmistir [93]. Ayrioca Roscovitine kurbaga yavrusunda T3 hormon-
duyarli kuyruk gerilemesine neden olan genlerin anlatimimi da azaltmaktadir [94].
Bizim c¢alismamizda, ilk kez Roscovitine’in noérodejenerasyon-iliskili iki genin
anlatiminda da azalma meydana getirebilecegi ve bunun indiiksiyon protokoliine

bagimli oldugu gosterilmistir. Roscovitine’in RNA sentezini inhibe etmesinin olasi
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bir mekanizmast RNA polimeraz II’'nin karboksil terminal bdlgesinin

fosforilasyonunu inhibe etmesi olabilir [95].

Bulgularimiz Roscovitine varliginda indiiklenen sinaptik ve somatik UDG’nin
blyiikligliniin kontrole gore degismedigini ama buna eslik eden Cdk5 gen
anlatiminin  azaldigint  gostermektedir. Bu bulguya dayanarak Cdk5 gen
anlatimidaki azalmanin, UDG olusumunu etkileyemeyecegini ifade edilebiliriz.
Cdk5-shRNA enjeksiyonu ile Cdk5 anlatimi azaltilan farelerde yapilan bir ¢alismada
ise CA1 bolgesinden kaydedilen UDG’nin gii¢lendigi rapor edilmistir [96]. Bu
caligmada Cdk5 anlatiminin hipokampiise yapilan Cdk5 shRNA-miR enjeksiyonlari
ile Cdk5 geninin dogrudan susturulmasi, bizim ¢alismamizda ise Roscovitine ile
CdkS genin anlatminin yaklasik yari-yariya azaltilmasi s6z konusudur. Dolayisiyla
bizim c¢alismamizda UDG’nin Roscovitine’den etkilenmemesi bu farkliliktan

kaynaklanabilir.

Calisma bulgularimiz, Roscovitine ile azaltilan Hipokampal Cdk5 gen anlatiminin,
DFU ile indiiklenen plastisiteye de eslik ettigini gostermektedir. Bu deneylerde
Roscovitine ile azalmis Cdk5 anlatimi sinaptik UDB’nin olusmasi ve somatik
UDG’nin inhibisyonu ile beraberdir. Bu bulgular Cdk5 varliginda DFU ile
transkripsiyon-bagimli bir UDB’nin olusmasinin kolaylasacagina isaret etmektedir.
CdkS anlatimi ile UDB arasinda dogrudan iliskiyi gosteren yaymlanmis bir ¢alisma
olmamakla birlikte Cdk5 tarafindan NMDA reseptor NR2B alt-biriminin
fosforillendigi gosterilmistir [97]. NMDA reseptor alt biriminin NR2A veya NR2B
olmasi halinde hangi sinaptik plastisite formunun olusacagi konusunda bir uyusma
yoktur [98]. Roscovitinin sinaptik plastisiteye olan UDB olusumunu tesvik eden
etkileri dikatte alindiginda, Cdk5’in NMDA alt birimlerinin anlatimini/fonksiyonunu
farkli etkileyebilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizda DFU ve YFU ile uyarilan hipokampal dokularda Cdk5 anlatiminda
Roscovitine varliginda bulunan azalma, bu protokollerin ardil bir sekilde
uygulanmasi halinde ortadan kalmigtir. Cdk5 anlatiminin Roscovitine ile degismedigi
bu deneylerde sinaptik UDG olusumunun, MAPT gen anlatiminda azalmayla
birlikte, kolaylastig1 goriilmistiir.

Calismamizda western blot teknigi ile Olciiler protein seviyeleri, bu proteinlerin

mRNA diizeyindeki degisiklikler ile ortlismemektedir. Bunun bir nedeni western ve
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PCR deneylerinde farkli siganlarinin hipokampiisiiniin kullanilmis olmasi olabilir.
Diger bir nedeni ise mRNA’daki azalmanin protein diizeyindeki azalmaya neden
olabilmesi i¢in deney siiresinden daha uzun bir zamanin ge¢mesinin gerekliligi
olabilir. Bu nedenle plastisite indiiksiyonundan bir saat sonra ¢ikartilan hipokampal
dokularda Cdk5 ve tau protein seviyesi azalmamis olabilir. Calismamizda CdkS5 ve
tau protein fosforilasyonlarinda belirgin  bir farklililk  goriillmemesi ise
fosforilasyonlarin hipokampal dokular ¢ikartilmadan once gergeklesmesine bagli
olabilir. Dolayistyla bulgularimizin daha dogru yorumlanabilmesi i¢in Glgiimlerin
indiiksiyondan sonra farkli zamanlarda ¢ikartilan hipokampal dokularda yapilildig:

caligmalara ihtiya¢ vardir.

Bu c¢aligmada plastisite iliskili anlatimlar1 degerlendirilen Cdk5 geni ve MAPT geni
norodejeneratif hastaliklarla iliski goriilen genlerdendir [99]. Noron gibi biitiin
postmitotik hiicrelerde Cdk ailesinin biitiin tiyeleri, Cdk5 hari¢ olmak iizere, sessizdir
ve Cdk5’in anormal fosforilasyonu tau ve amiloid prekiirsér proteinin patolojik
belirtegleri olusturacak sekilde fosforilasyonuna neden olur [100, 101]. Rt-PCR
teknigi kullanilarak entorinal korteks, isitme korteksi ve hipokampiisiin incelendigi
bir post-mortem ¢alismada hipkampal Cdk5 anlatimi Alzheimer hastalarindan
kontrolden anlamli diizeyde diisiik bulunurken MAPT anlatiminda bir farklilik

bulunmamustir [99].
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6. SONUC

Calismadan elde edilen baglica bulgulara dayanilarak asagida siralanan sonuglara

ulasilmistir:

1) Roscovitine varliginda YFU ile plastisite indiiksiyonu degismez ama UDG’ye
eslik eden CdkS5 anlatimi azalir.

2) DFU’nun indiikledigi somatik UDG, Roscovitine varliginda baskilanmakta
ve sinaptik UDB indiiklenmektedir.

3) DFU’nun Roscovitine varliginda indiikledigi sinaptik UDB, Cdk5
anlatimindaki baskilanma ile birlikte olmaktatdir.

4) Roscovitine varliginda DFU ile plastisite indiiksiyonu degismez ama UDG’ye
eslik eden Cdk5 anlatimi azalir.

5) Roscovitine varliginda metaplastik UDG inhibisyonu goriilmemekte ve

MAPT gen anlatim1 baskilanmaktadir.

Calisma bulgular birlikte degerlendirildiginde, fizyolojik plastisite formlari ve
plastisite iligkili gen anlatiminin fizyolojik smnirlar i¢inde kalmasi ig¢in CdkS
aktivitesinin onemli oldugu; Ckd5 aktivitesi degistiginde DG graniil hiicrelerinin
sinaptik ve somatik ciktilar1 baglaminda farkli plastisite formuna doniisebilecegi ve
plastisiteye eslik eden Cdk5 ve MAPT gen anlatiminin degisecegi goriilmektedir. Bu
etkilerin, kanser, norodejenerasyon, inflamasyon, viral enfeksiyonlar, polikistik
bobrek ve glomeriilonefrit gibi hastaliklarin tedavisinde bir potansiyel ajan olarak

diigiiniilen Roscovitine tedavi amagli kullaniminda dikkate alinmasi gereklidir.
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