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1. OZET

GPRS88’IN AKUT BEYIN HASARI SONRASI ROLUNUN INCELENMESI

Beyne giden kan akisinin azalmasiyla karakterize bir durum olan serebral iskemi,
noronal hasara ve beyin fonksiyonlarinda bozulmaya yol acarak yikici sonuglar
dogurabilir. Serebral iskemi, beyne giden kan akisinin azalmasiyla ortaya ¢ikar ve
hiicresel diizeyde enerji krizi, inflamasyon, oksidatif stres ve noronal 6lim gibi
mekanizmalarn tetikler. Iskeminin etkilerini hafifletmek igin yeni terapétik hedeflerin
belirlenmesi ¢ok dnemlidir ve yetim G protein-bagli reseptor GPR88 umut verici bir
aday olarak ortaya ¢ikmustir. Calismamiz, serebral iskemi sonucu meydana gelen akut
beyin hasarinda GPR88 proteininin roliinii incelemek amaciyla yapilmistir. GPR88'in
bu siirecteki etkilerini anlamak icin orta serebral arter tikanikligt (MCAO) modeli
kullanilarak farelerde deneysel ¢alismalar gerceklestirilmistir. Arastirmamiz,
GPR88'in asir1 ekspresyonu ve baskilanmasinin nérolojik fonksiyonlar, doku hasari,
beyin 6demi ve kan-beyin bariyeri gecirgenligi iizerindeki etkilerini degerlendirmek
tizere tasarlanmistir. Calismamizda histokimyasal boyamalar, molekiiler analizler ve
davranis testleri uygulanmis; bulgular istatistiksel olarak analiz edilmistir. Sonuglar,
GPR88’1n asir1 ekspresyonunun iskemik hasar alanini kiiciilttiigiinii, 6demi azalttigini
ve norolojik fonksiyonlart anlamli diizeyde iyilestirdigini ortaya koymustur. Ayrica,
GPR88'in, kan-beyin bariyeri biitiinliigiinii korumada ve apoptotik hiicre Sliimiini
azaltmada etkili oldugu gozlenmistir. Bu bulgular, GPR88'in serebral iskemi
tedavisinde terapotik bir hedef olabilecegini desteklemektedir. Calismamiz, GPR88'in
noroprotektif etkilerine dair Onemli veriler saglamis ve serebral iskemi

patofizyolojisine iligkin yeni perspektifler sunmustur.

Anahtar Kelimeler: akut serebral iskemi, GPR88, kan beyin bariyeri, motor
fonksiyon, néronal sagkalim



2. ABSTRACT

THE ROLE OF GPR88 AFTER ACUTE BRAIN INJURY

Cerebral ischemia, a condition characterized by reduced blood flow to the brain, can
have devastating consequences, leading to neuronal damage and impaired brain
function. Cerebral ischemia is caused by a reduction in blood flow to the brain, which
in turn triggers a series of mechanisms that result in an energy crisis, inflammation,
oxidative stress, and neuronal death at the cellular level. The identification of novel
therapeutic targets to alleviate the effects of ischemia is of great importance, and the
orphan G protein-coupled receptor GPR88 has emerged as a promising candidate for
this purpose. The objective of our study was to investigate the role of the GPR88
protein in acute brain injury caused by cerebral ischemia. To ascertain the impact of
GPRS88 in this process, experimental studies were conducted in mice using the middle
cerebral artery occlusion (MCAQ) model. The objective of our study was to evaluate
the effects of GPR88 overexpression and suppression on neurological functions, tissue
damage, brain edema, and blood-brain barrier permeability. In this study,
histochemical staining, molecular analysis, and behavioral tests were conducted, and
the findings were subjected to statistical analysis. The results demonstrated that
GPR88 overexpression diminished the ischemic injury area, reduced edema, and
markedly enhanced neurological functions. Additionally, GPR88 was shown to be
efficacious in preserving blood-brain barrier integrity and mitigating apoptotic cell
death. These findings substantiate the potential of GPR88 as a therapeutic target in the
management of cerebral ischemia. Our study provides crucial insights into the
neuroprotective effects of GPR88 and offers novel perspectives on the

pathophysiology of cerebral ischemia.

Keywords: acute cerebral ischemia, blood brain barrier, GPR88, motor function,

neuronal survival



3. GIRIS VE AMAC

Serebral Serebral iskemi, yani beyne giden kan akiginin azalmasi, 6nemli
norolojik etkileri olan kritik bir tibbi durumdur (1). Serebral iskeminin en sik
nedenlerinden biri, yikic1 sonuglart olabilen orta serebral arterin ttkanmasidir (2,3).
Orta serebral arter, frontal, parietal ve temporal loblar da dahil olmak iizere beynin
onemli bir boliimiinii perfiize eden 6nemli bir damardir. Bu arter bir trombiis veya
emboli nedeniyle tikandiginda, etkilenen beyin bolgesi ciddi bir oksijen ve besin
yoksunlugu yasar ve kalici norolojik bozukluk ve hatta 6limle sonuglanabilecek
karmagik bir patofizyolojik siiregler dizisini tetikler (1). Bu durumun klinik 6nemi,
orta serebral arter okliizyonunun, etkilenen spesifik beyin bolgesine bagli olarak
hemiparezi, afazi, ihmal ve biligsel bozukluklar gibi genis bir norolojik defisit

spektrumuna yol acabilmesidir.

G-protein baglantili bir reseptdr olan GPR8S, cesitli nérolojik islevlerle olan
iligkisi nedeniyle sinirbilim alaninda umut verici bir hedef olarak ortaya ¢ikmuistir.
GPR&88 oncelikle motor kontrol, bilissel islevler ve motivasyonel siirecler i¢in kritik
bir beyin bélgesi olan striatumda ifade edilir (4). Ilging bir sekilde, insanlarda Gpr88
genindeki homozigot zararli mutasyonlar, cocukluk koresi, 6grenme giicliigii ve
konusma geriligi ile karakterize gelisimsel bir bozuklukla iligkilendirilmistir (4).
Hayvan calismalari, GPR88'in motor ve duygusal davranislar1 diizenlemedeki roliinii
daha da aydinlatmigtir. Gpr88 geninden yoksun fareler hiperlokomosyon, artan
stereotipiler, motor koordinasyon ve Ogrenme eksikliklerinin yani sira anksiyete

benzeri davranislarda azalma ve yeni ortamlara alismada basarisizlik sergilemektedir
(4).

GPR88'in striatumdaki D1R tipi ve D2R tipi orta dikenli néronlarin islevini
modiile etmedeki farkli rolleri gézlemlenmistir. GPR88, yiiksek oranda ve neredeyse
sadece eksprese edildigi striatumda ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Reseptoriin
motor kontrol, biligsel islevler ve motivasyonel siireglere katilimi, norolojik

bozukluklar i¢in terapdtik bir hedef olarak potansiyelini vurgulamaktadir (4-6).



Calismamizin amaci, akut serebral iskemi modeli iizerinde GPR88’in asir1
ekspresyonu ve baskilanmasinin etkilerini arastirarak, bu reseptoriin patofizyolojik
stireclerdeki roliinii ortaya koymaktir. Bu baglamda hipotezimiz, GPR88 aktivitesinin
modiile edilmesinin, iskemi sirasinda nérolojik fonksiyonlarin korunmasi ve apoptotik

hiicre 6liimiiniin azaltilmasinda etkili olabilecegidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Serebral iskemi ve klinik 6nemi

Beyne giden kan akisinda azalma ile karakterize bir durum olan serebral iskemi,
hem bireysel hem de kamu saglig1 acisindan derin etkilere sahiptir. Kan akisindaki bu
azalma, iskemik olayin spesifik konumuna ve siddetine bagli olarak bir dizi zayiflatici
norolojik ve noropsikolojik semptomla sonuglanabilir. Bunlar arasinda bilissel
bozukluklar, motor islev bozuklugu, duyusal bozukluklar ve hatta ciddi vakalarda
kalic1 beyin hasar1 veya sakatlik yer alir. Serebral iskeminin uzun vadeli sonuglarin
en aza indirmek ve hasta sonuglarin iyilestirmek igin hizli tanima ve uygun tibbi

miidahale ¢ok 6nemlidir (7).

Serebral iskemi, ateroskleroz, tromboz ve emboli gibi altta yatan c¢esitli
patofizyolojik mekanizmalardan kaynaklanabilir (8). Tim serebral damar
tikanikliklarinin ~ yaklagik  %75'ini  olusturan emboliler, beyinde fokal olarak

engellenmis kan akisinin en sik nedenidir (1).

Bir hastanin yasadigi spesifik semptomlar biiylik 6l¢iide beynin etkilenen kesin
bolgesine ve kan akisindaki azalmanin boyutuna bagli oldugundan, serebral iskeminin
klinik sunumu biiyiik 6l¢iide degisebilir. Farkli beyin bolgeleri iskemik hiicre hasari
icin farkli esiklere sahiptir, beyaz madde gri maddeden daha direnglidir ve
striatumdaki orta dikenli ndronlar gibi belirli néron popiilasyonlar1 iskemik hasara
kars1 digerlerine gore segici olarak daha savunmasizdir (9). Serebral iskeminin
sonuglar1 hem gegici hem de kalict olabilir ve birey, sosyal ag1 ve bir biitiin olarak

toplum tizerinde 6nemli ve genis kapsamli etkiler yaratma potansiyeline sahiptir (3).

Serebral iskeminin sonuglari hem birey hem de bir biitiin olarak toplum i¢in
derin olabilir. Iskeminin derinligine ve siiresine, beyindeki konumuna ve ilgili kan

damarlarinin boyutuna ve dagilimina bagli olarak, beyin fonksiyonlarinda ortaya ¢ikan



bozulma gecici veya kalici, fokal veya daha genel olabilir ve algilanamayan

semptomlardan 6liime kadar degisebilir (3).

Serebral iskeminin klinik 6nemini kabul etmek c¢ok Onemlidir, ¢ilinkii bu
durumun sonuglarinin hem o6nlenebilir hem de tedavi edilebilir oldugu artik iyi
bilinmektedir. Erken teshis ve hizli miidahale 6nemli olsa da, baz1 uzmanlar serebral
iskeminin uzun vadeli etkisinin en aza indirilmesinin zor olabilecegini, ¢linkii
durumun ciddi vakalarda kalici beyin hasarina ve sakatlifa yol agabilecegini
savunmaktadir. {lk tedaviden sonra bile hastalar1 desteklemek icin devam eden
yonetim ve rehabilitasyon cabalar1 gerekebilir. Bununla birlikte, dnleme, akut bakim
ve uzun vadeli iyilesmeye yonelik kapsamli bir yaklasim, bu zayiflatict durumdan

etkilenen bireylerin sonuglarini iyilestirmek i¢in ¢ok dnemlidir.

Tibbi teknolojideki ©nemli ilerlemeler, serebral iskeminin altinda yatan
patofizyolojinin daha iyi anlasilmasiyla birlestiginde, ¢cok cesitli son teknoloji teshis
ve tedavi miidahalelerinin gelistirilmesinin  Oniinii a¢mistir. Bu yenilikler,
Klinisyenlerin bu zayiflatici durumun tespiti, yonetimi ve tedavisine yaklagiminda
devrim yaratmustir (1). Iskemik hasarin kapsami ve yeri hakkinda ayritili bilgi
saglayan sofistike norogdriintiilleme tekniklerinden, kan akisin1 yeniden saglamay1 ve
serebral iskeminin etkisini azaltmayr amaglayan hedefe yonelik farmakolojik
tedavilere ve minimal invaziv cerrahi prosediirlere kadar, alan son yillarda kayda deger
ilerlemelere tanik olmustur. Bu ilerlemeler, hasta sonuclarimi Onemli Olgiide
tyilestirme, saglik sistemleri iizerindeki yiikii azaltma ve nihayetinde bu karmasik ve
¢ok yonli norolojik bozukluktan etkilenen bireylerin yasam kalitesini artirma

potansiyeline sahiptir.

Bu ilerlemelere ragmen, serebral iskeminin yonetimi, 6zellikle biiylik damarh
akut iskemik inme durumunda onemli bir zorluk olmaya devam etmektedir (10).
Biiyiik bir serebral arterin tamamen veya tama yakin tikanmasi ile karakterize edilen
biiylik damar tikanikligi, genellikle daha yiiksek ciddi ndrolojik defisit riski ve daha
kotii klinik sonuglarla iliskilidir (11). Etkilenen beyin bolgesine kan akisinin
zamaninda yeniden saglanmasi kritik 6neme sahiptir, ancak bu hedefe ulasmak son

derece karmasik ve ¢esitli engellerle dolu olabilir. Vaskiiler okliizyonun kesin yeri ve
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kapsami, kollateral kan akisi paternleri ve hastanin klinik 6zellikleri gibi faktorlerin
tiimii, mevcut tedavi yontemlerinin etkinligini etkileyebilir. Ayrica, hemorajik
komplikasyon riski ve geri doniisii olmayan beyin hasar1 potansiyeli, bu akut iskemik
olaylarin yonetimini daha da karmasik hale getirmektedir (12). Devam eden
arastirmalar ve yenilik¢i tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi, biliylik damarl akut
iskemik inmenin ortaya ¢ikardigi benzersiz zorluklari ele almak ve bu yikici serebral

iskemi formunu yasayan hastalar i¢in genel prognozu iyilestirmek i¢in gereklidir.
4.2. Orta Serebral Arter Tikanmasinin (MCAO) Patofizyolojisi

4.2.1. Orta serebral arterin anatomisi ve fonksiyonu

Orta serebral arter, serebral vaskiiler sistemin ¢ok Oonemli bir bilesenidir ve
normal beyin fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde ve yeterli serebral kan akisinin
saglanmasinda hayati bir rol oynar. Internal karotid arterden kdken alan orta serebral
arter, serebral arterlerin en biiyligii ve en karmasik olanidir (13,14). Yan yiizeyler ve
temporal loblarin taban1 da dahil olmak {izere serebral hemisferlerin énemli bir

boliimiinii besleyerek genis bir sekilde dallanir (14).

Sekil 4.2.1: Proksimal orta serebral arterin intraliiminal filamentle okliizyonu
amaciyla ventral boyun bdlgesinin diseksiyon siireci. (A) Ilk servikal insizyon, iki
tarafli submandibular bezlerin (SMG) goriiniir hale gelmesini saglar. (B) Parotis
bezlerinin (PG) uygun sekilde geri c¢ekilmesi ve ardindan yapilan daha ileri kiint
diseksiyon, alttaki anatomik yapilarin ortaya konulmasina olanak tanir. Bu sirada,
sternokleidomastoid (SCM) ve digastrik kas (DG) gibi komsu kas yapilarinin dogru
tespiti, genellikle bu yapilarin alt bdlgesinde yer alan ortak karotid arterin (CCA)
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bulunmasina yardimer olur. (C) Diseksiyonun dikkatli yiiriitiilmesi ve biiyiitmenin
artirllmasiyla CCA ve dallar (i¢ karotid arter - ICA, dis karotid arter - ECA, superior
tiroid arter - sTA) ile birlikte yakindaki kraniyal sinirler (X, vagus; XII, hipoglossal)
de net bir sekilde ortaya c¢ikarilir. Gerek goriildiigiinde, trakea (TR) medial yonde biraz
daha geri ¢ekilerek cerrahi alanin daha iyi diizenlenmesi saglanir. (D) Daha sonra CCA
6-0 ipek siitiirle baglanir, bu esnada CCA’nin inferolateralinden gegen vagus sinirinin
zarar gormemesine 6zen gosterilir. (E) ECA ¢evresine, sTA’nin dallandig1 noktanin
altinda ikinci bir 6-0 ipek ligasyon uygulanir. (F) Sonrasinda, hipoglossal sinire zarar
vermemek icin dikkat gosterilerek ICA iizerine gegici bir damar klempi yerlestirilir.
Ardindan, bir arteriyotomi gerceklestirilir ve olasi kanama kontrol altina alinir. (G)
Hemodinamik denge saglandiktan sonra silikon monofilament arteriyotomi
bolgesinden igeri dogru nazikge ilerletilir ve ICA dallanma noktasina yonlendirilir. (H)
Gegici damar klempi ¢ikarildiginda, monofilament yaklasik 10 mm daha itilir ve ICA-
MCA dallanma noktasina ulasilir. Direng olustugunda monofilamentin
zorlanmamasina dikkat edilmeli, sabit kalmasi i¢in ek bir 6-0 ipek siitiir
kullanilmahdir. (I) Sematik, ventral acidan bakildiginda, MCA’nin kdkenine
intraliiminal tikanma uygulamak amaciyla ICA’ya yerlestirilen filamentin ilgili
anatomik iligkilerini gosterir. Kalin siyah ¢izgiler siitiir baglarinin konumlarimi temsil

etmektedir (15).

Orta serebral arter beynin tabaninda, karotis sarnici i¢inde internal karotis
arterden ¢ikar. Daha sonra sylvian fissiir i¢inde lateral olarak seyreder ve sonunda
frontal, parictal ve temporal loblar1 besleyen birka¢ dala ayrilir (16). Bu dallar
arasinda superior, orta ve inferior temporal arterlerin yani sira beynin ilgili bolgelerine

kan saglayan prefrontal, precentral ve santral arterler yer alir (14).

Orta serebral arterden gelen genis dal ag1, diizgiin beyin fonksiyonu i¢in kritik
olan serebral kortekse zengin oksijenli kan tedarikini saglar. Iskemik inme durumunda
oldugu gibi orta serebral arterden kan akisinin kesilmesi, etkilenen belirli bolgelere

bagl olarak hemiparezi, afazi ve bilissel bozukluk gibi yikict sonuglara yol acabilir
(14).

Orta serebral arter, beynin tabaninda bulunan ve ana serebral arterleri birbirine

baglayan vaskiiler bir yapi olan Willis ¢gemberi ile de yakindan iliskilidir (14). Bu
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anatomik diizenleme, ana damarlardan birinde tikanma veya darlik olmas1 durumunda
yeterli serebral perfiizyonu slirdiirmek i¢in bir yedek sistem saglayarak kollateral kan

akisina izin verir.

4.2.2. MCAQO'nin Nedenleri ve Risk Faktorleri

Orta serebral arter, frontal, parietal ve temporal loblar dahil olmak {izere beynin
onemli bir kismina oksijenli kan saglamaktan sorumlu kritik bir kan damaridir. Orta
serebral arter tikanikligi olarak bilinen bu arterin tikanmasi veya tikanmasi, ciddi
norolojik bozukluklara ve potansiyel olarak yagami tehdit eden sonuglara yol agabilen

ciddi bir durumdur.

Orta serebral arter tikanikliginin baslica nedenleri genel olarak iic ana
mekanizmaya ayrilabilir: tromboz, emboli ve ateroskleroz (1). Tromboz, genellikle
hipertansiyon, diyabet veya genetik yatkinlik gibi altta yatan vaskiiler hastaliklarin bir
sonucu olarak orta serebral arterin icinde bir kan pihtisi olusumunu ifade eder.
Embolizm ise kalp veya karotid arterler gibi uzak bir bolgeden gelen bir piht1 veya
diger yabanc1 maddelerin yerinden oynayarak orta serebral artere gitmesi ve ttkanmaya
neden olmasiyla ortaya ¢ikar (1). Arterlerde plak birikimi ile karakterize bir durum
olan ateroskleroz da orta serebral arterin daralmasina ve sonunda tikanmasina yol

acabilir (7).

Orta serebral arter tikanikliginin gelisimine katkida bulunan cesitli risk
faktorleri tanimlanmistir. Hipertansiyon veya yiiksek kan basinci, damar duvarina
zarar verebilecegi ve kan pihtis1 olusumunu tesvik edebilecegi icin 6nemli bir risk
faktoridiir (3). Yiiksek kan sekeri seviyeleri ile karakterize metabolik bir bozukluk
olan diabetes mellitus, aterosklerozun ilerlemesini hizlandirabildigi ve tromboz riskini
artirabildigi igin bir diger 6nemli risk faktoridiir (3,13). Kardiyovaskiiler hastaliklar
i¢in 1yi bilinen bir risk faktorii olan sigara, muhtemelen vaskiiler sistem {izerindeki

zararli etkileri nedeniyle orta serebral arter tikanikligi riskinin artmasiyla da

iligkilendirilmistir (1,3,13).

Bu degistirilebilir risk faktorlerine ek olarak, genetik yatkinlik da orta serebral

arter tikanikliginin gelisiminde rol oynayabilir (11). Baz1 genetik varyantlar veya



mutasyonlar, bir bireyin trombofili veya erken ateroskleroz gibi arter tikanikligina yol

acabilecek altta yatan kosullara duyarliligini artirabilir.

4.2.3. Serebral Kan Akimi ve Metabolizma Uzerine Etkileri

Onemli boyutu ve anatomik karmasiklig1 goz éniine alindiginda, orta serebral
arter, serebral neokorteksin dnemli bir boliimiinii perfiize etmede kritik bir rol oynar
ve uygun beyin fonksiyonunu siirdiirmek igin 6neminin altin1 ¢izer (13). Bu temel
damarin titkanmasi, serebral kan akisin1 ve metabolik siirecleri derinden bozarak derin
sonuglar dogurabilir.

Orta serebral arter, internal karotid arterden ayrilir ve lateral serebral
hemisferlerin ¢ogunun yani sira temporal loblarin tabanini beslemekten sorumludur
(14). Bu arter bir trombiis veya emboli olusumu yoluyla tikandiginda, ortaya ¢ikan
iskemi, derhal ele alinmazsa nihayetinde geri doniisii olmayan beyin hasariyla
sonuclanabilecek bir dizi patofizyolojik degisiklige yol acar. Orta serebral arter
tikanikligimin birincil etkilerinden biri, beynin etkilenen bolgelerine serebral kan
akisinda 6nemli bir azalmadir.

Kan akisindaki bu azalma, beyin dokusunu hiicresel solunum ve enerji tiretimi
icin gerekli olan 6nemli oksijen ve glikozdan mahrum birakir. Oksijen ve glikoz
eksikligi, noronlar ve destekleyici glial hiicreler artik oksidatif fosforilasyon yoluyla
yeterli ATP tiretemedigi i¢in hiicresel bir enerji krizini tetikler. Bu enerji agig1 iyon
homeostazinin bozulmasina yol acar, c¢linkii hiicreler gerekli transmembran
gradyanlarin1 koruyamaz, bu da hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum birikiminin yan1 sira
potasyum ekstriizyonuna neden olur (1). Ozellikle kalsiyum akisi, nihayetinde
hiicresel bilesenlerin tahrip olmasina ve apoptoza yol agan bir dizi enzimatik siireci
aktive edebilir.

Ayrica, oksijen ve glikoz yoksunlugu da beyin hiicrelerindeki normal
metabolik yollar1 bozarak laktik asit birikimine ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
yol agabilir. Bu metabolik bozukluklar hiicresel hasar1 daha da siddetlendirerek
sonugta etkilenen beyin bdlgelerindeki noronlarin ve glial hiicrelerin oSliimiiyle
sonuglanir (1,3).

Orta serebral arter tikanikliginin yeri ve siddeti, ortaya ¢ikan iskemik hasari
biiylik dlgiide etkileyebilir ve bu da motor beceriler, dil yetenekleri ve biligsel siirecler
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gibi bir dizi ndrolojik islevi tehlikeye atabilir. Ne yazik ki, orta serebral arter tikaniklig1
olan bireyler i¢in prognoz genellikle kotiidiir, tekrarlayan inme riskinin artmasi ve
6liim oranlarmin yiikselmesi ile karakterizedir. Ozellikle, iskemiden etkilenen beyin
dokusunun boyutu, serebral korteks ve subkortikal yapilarin hangi bdlgelerinin en
ciddi sekilde bozulduguna bagli olarak motor koordinasyon, konusma ve dil iiretimi
ve Uist diizey bilissel islevlerde zayiflatici eksikliklere yol agabilir (10). Ayrica, yiiksek
tekrarlayan inme riski ve bu durumla iligkili genellikle kotii uzun vadeli sonuglar, orta
serebral arter tikanikliginin yikict sonuglarini hafifletmek i¢in hizli ve etkili tibbi
miidahalenin 6nemini vurgulamaktadir.

Orta serebral arter tikanikligi olan hastalar i¢in uzun vadeli prognoz nispeten
kotlidiir ve 6liim oranlari %80'e kadar ¢ikmaktadir (2). Bu bireyler, 12 ay iginde %12,5
niiks orani bildiren bir ¢alisma ile artmis tekrarlayan inme riski ile karst karsiyadir (2).
Orta serebral arter tikanikliginin tetikledigi serebral kan akisi ve metabolizmasindaki
derin bozulma, yikici ve kalic1 norolojik eksikliklere yol agabilir ve bu durumun uzun
vadeli sonuglarini hafifletmek i¢in hizli miidahalenin ve etkili yonetim stratejilerinin

Onemini vurgular (3).

4.2.4. iskemik Skar ve Penumbra Bolgesi

Iskemik inme, beyne giden kan akisinin engellenmesi sonucu geri doniisii
olmayan doku hasarina ve norolojik bozukluga yol acan karmasik ve yikici bir
nérolojik durumdur. Iskemik inmenin temel patolojik dzellikleri iki farkl1 bolge ile
karakterize edilebilir: iskemik ¢ekirdek ve penumbra (1).

Iskemik ¢ekirdek, tipik olarak inme baslangicindan sonraki ilk birkac saat
icinde kan akisinda en siddetli ve ani azalmanin yasandigi beyin bolgesidir. Bu
bolgede, néronlar ve glial hiicreler hizla oksijen ve glikozdan mahrum kalir ve nekroz
yoluyla hiicre 6liimiiyle sonuglanan bir dizi molekiiler ve hiicresel olaya yol acar (17).
Bu c¢ekirdek bolge, iskemik penumbranin hizli bir sekilde enfarktiis ¢ekirdegine
dontigmesiyle karakterize edilir ve bu da hizli bir sekilde gerceklestirilse bile
rekanalizasyonun potansiyel faydasimi onemli 6l¢iide azaltir (18). Buna karsilik
penumbra, kan akisinin azaldigi ancak tamamen engellenmedigi iskemik ¢ekirdegi
cevreleyen bolgedir. Penumbradaki hiicreler hala canlidir, ancak iskemik durum
devam ederse hiicre Oliimiine ilerleme riski altindadirlar. Penumbradaki hiicreler
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baslangigta islevsel bir bozulma ve metabolik sikint1 yasar, ancak hemen hiicre
Oliimiine yenik diismezler.

Iskemik ¢ekirdek ve penumbra arasindaki ayrim, iskemik inmenin
patofizyolojisini ve potansiyel terapdtik miidahaleleri anlamak i¢in ¢ok Onemlidir.
Iskemik penumbranin hizli bir sekilde ¢ekirdek infarkta déniismesi, hizli bir sekilde
gergeklestirilse bile rekanalizasyonun faydasini 6nemli 6l¢ilide azaltir. Sonug olarak,
penumbranin korunmasini ve infarkt ¢ekirdegine ilerlemesinin 6nlenmesini amaglayan
terapotik miidahalelerin zamaninda yapilmasi hasta sonuglarinin iyilestirilmesi igin
esastir (19).

Penumbra ndronlar1 baslangictaki iskemi kaynakli hiicre o6liimiine yenik
diismese de, reperfiizyon sirasinda apoptotik bir yola benzeyen gecikmeli bir sekilde
6lmeye devam ederler (17). Bu hiicrelerin 6liimiindeki bu gecikme, tikali damarmn
rekanalizasyonundan Once penumbranin tedavisinin diisiiniilmesi kritik Onem
tasidigindan, terapotik miidahale icin bir pencere sunmaktadir (19).

Iskemik ¢ekirdek ve penumbra arasindaki farkli hasarin altinda yatan hiicresel
mekanizmalar karmasik ve cok faktorliidiir. Iskemik cekirdekte, kan akisindaki
siddetli ve ani azalma, oksijen ve glikozun hizla tiikenmesine yol acarak nekrotik hiicre
oliimiiyle sonuglanan bir dizi olay1 tetikler. Bu, eksitotoksik yollarin aktivasyonunu,
serbest radikallerin iiretimini ve iyon homeostazinin bozulmasini igerir ve bunlarin
hepsi iskemik cekirdekte gdzlenen hizli ve geri dondiiriilemez hasara katkida bulunur.

Buna karsilik, penumbradaki hiicreler daha hafif bir iskemiye maruz kalir ve
bu da adaptif ve koruyucu mekanizmalarin baslatilmasina olanak tanir. Bununla
birlikte, kan akisinin yeniden saglanmasi paradoksal olarak serbest radikallerin
olusmasina ve apoptotik yollarin aktivasyonuna yol agabileceginden, bu hiicreler

reperfliizyon agamasinda hiicre 6liimiine ilerleme riski altindadir (17-20).

4.2.5. Hiicresel ve Molekiiler Mekanizmalar

Diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim ve sakatlik nedenlerinden biri olan iskemik
inme, temel olarak, genellikle orta serebral arterdeki bir kan pihtisi nedeniyle

beyindeki kan akiginin engellenmesinden kaynaklanmaktadir (10). Serebral kan
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akisindaki bu azalma, nihayetinde noronal hasara ve 6liime yol acan karmasik bir

hiicresel ve molekiiler olaylar dizisini tetikler.

Iskemik inmenin ilk asamasi, hiicrelerdeki temel enerji molekiilii olan ATP'de
hizli ve Onemli bir disiisle isaretlenir. Bu ATP eksikligi dogrudan oksidatif
fosforilasyon yoluyla verimli ATP iiretimi icin vazge¢ilmez olan oksijen ve glikoz
tedarikindeki kesintiden kaynaklanir (21). Bu kritik hiicresel enerji kaynaginin kayb,
cesitli iyon pompalarinin islevini bozarak iyon homeostazinda bir dengesizlik ve
ardindan etkilenen beyin bdlgesi boyunca hiicre zarlarinin depolarizasyonu ile

sonuglanir (21).

Hiicre membranlarmin  depolarizasyonu, komsu ndronlar {iizerindeki
reseptorlerine baglanabilen ve onlar1 asir1 uyarabilen uyarici ndrotransmitter
glutamatin salinmasina neden olur (21). Bu glutamat aracili eksitotoksisite, hiicrelere
onemli miktarda kalsiyum iyonu akisina yol acarak iyonik homeostazi daha da bozar
ve bir dizi zararl sinyal yollarini aktive eder. Bu, hiicresel bilesenlere ve organellere
zarar verebilecek enzimlerin aktivasyonunun yani sira oksidatif strese ve hiicresel
makromolekiillerin tahribatina katkida bulunan reaktif oksijen tiirlerinin asir1 tiretimini

de igerir (21).

Kalsiyum diizensizligi, hiicresel bilesenlere ve organellere zarar verebilecek
proteazlar, lipazlar ve niikleazlar gibi ¢ok sayida enzimi aktive ettigi i¢in iskemik
inmede 6nemli bir olaydir. Ayrica, asir1 kalsiyum reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin
artmasina yol agarak oksidatif strese neden olur ve proteinler, lipitler ve niikleik asitler
dahil olmak {iizere hiicresel makromolekiillerin bozulmasina katkida bulunur (17).
Hiicresel homeostaz ve biitiinliigiin bu sekilde bozulmasi, iskemik inmede gozlenen

noronal hasar ve 6liimiin kritik bir itici giictidiir (21).

Iskemik olaya yamt olarak, enflamatuar siirecler uyarilir ve mikroglia ve
l6kositler gibi bagisiklik hiicrelerinin etkilenen beyin bolgesine toplanmasina ve
sizmasina neden olur (22). Infiltrasyon yapan bu hiicreler daha sonra sitokinler ve
kemokinler de dahil olmak iizere doku hasarin1 daha da kotiilestirebilecek bir dizi
inflamatuar araci salgilar. Ek olarak, aktive olmus enflamatuar yanit serbest
radikallerin ve proteazlarin salinmasini gerektirerek oksidatif stresin artmasina ve

hiicresel bilesenlerin bozulmasina yol acar. Bu enflamatuar kaskad, ilk hasari
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biiylitmede ve hasar1 c¢evredeki saglikli dokuya yaymada kritik bir rol oynar
(10,21,22).

a b
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Excessive Autophagy 200 N
glutamate release 2

- . .' p .Dj\{\_{“‘,.\. i
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Synaptic and
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NMDAR

Apoptosis

3 BBB breakdown Lf
Immune cells ‘

Cytokines and chemokines

Sekil 4.2.2: Iskemik inmede goriilen temel patofizyolojik siireglerin kisa bir dzeti. (a)
Eksitotoksisite: Iskemik ortamda asir1 glutamat salinimi hem sinaptik hem de
ekstrasinaptik NMDAR ’larin asir1 uyarilmasina neden olur. (b) Hiicre 6liimii: Iskemik
inme sirasinda otofaji, apoptoz ve nekroptoz gibi hiicre Oliimiine yol agan sinyal
yolaklar1 devreye girer. (c) Néroinflamasyon ve BBB bozulmasi: Immiin hiicrelerin,
chemokin ve sitokinlerin saliniminin artmasi kan-beyin bariyerinin biitiinliiglinii
zayiflatir. (d) Oksidatif stres: ROS iiretimi, mitokondriyal kalsiyum akis1 ve
mitokondriyal gegirgenlik gegis gozeneklerinin (MPTP) devreye girmesi, iskemik

kosullarda mitokondriyal fonksiyon bozukluguna ve oksidatif hasara neden olur. (23).

ATP eksikligi, glutamat eksitotoksisitesi, kalsiyum dengesizligi, oksidatif stres
ve enflamatuar tepkilerin kiimiilatif etkileri apoptotik yollar baglatarak etkilenen

noron ve glial hiicrelerin programli hiicre 6liimiiyle sonuglanir. DNA pargalanmasi,
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membran kanamasi ve kaspaz enzim aktivasyonu ile isaretlenen bu kaskad, iskemik
inmenin ardindan hasarin yayilmasini kisitlamak ve doku onarimini tesvik etmek igin
kritik bir siireg olan hasarli hiicrelerin sistematik olarak pargalanmasi ve

uzaklastirilmasiyla sonuglanir.

4.2.6. Kan-Beyin Bariyeri Disfonksiyonu

Kan-beyin bariyeri (KBB), beyin homeostazinin korunmasinda hayati bir rol
oynayan ndrovaskiiler tinitenin kritik bir bilesenidir. Merkezi sinir sistemi ile periferik
bagisiklik sistemi arasindaki bu 6zel arayiiz, 6zellikle noroinflamatuar siiregler
sirasinda hiicrelerin, molekiillerin ve diger maddelerin dolasim ile beyin parankimi
arasindaki hareketini diizenlemek i¢in gereklidir(24). KBB, oksijen, karbondioksit ve
hormonlar gibi kiiciik lipofilik molekiillerin pasif difiizyonuna izin verirken, glikoz ve
amino asitler gibi temel besin maddelerini segici ve aktif bir sekilde beyne tasiyan
oldukga secici ve yari gegirgen bir bariyer olarak islev goriir(24,25). Ayrica, endotel
hiicrelerini birbirine miihiirleyen siki baglant1 proteinleri, potansiyel olarak zararli kan
dolagimi1 maddelerinin merkezi sinir sistemine girmesini kisitlayarak uygun sinir

fonksiyonu i¢in gerekli sinirsel ortami korur (25).

KBB, son derece secici ve yar1 gegirgen bir arayiiz olusturmak icin birlikte
calisan endotel hiicreleri, perisitler ve astrositik u¢ ayaklardan olusan karmasik ve son
derece Ozellesmis bir yapidir (26). Bu bariyer, oksijen, karbondioksit ve hormonlar
gibi kiictik lipofilik molekiillerin pasif diflizyonunu saglarken, glikoz ve amino asitler
de dahil olmak iizere temel besin maddelerini segici ve aktif bir sekilde beyin
parankimine tastyarak beynin hassas homeostazinin korunmasinda ¢ok 6nemli bir rol
oynar (26). Ayrica, endotel hiicrelerini bir arada tutan siki baglanti proteinleri,
potansiyel olarak zararli kan kaynakli maddelerin merkezi sinir sistemine girmesini

kisitlayarak uygun sinir fonksiyonu ve iletimi i¢in gerekli sinirsel ortami1 korur (26).

Orta serebral arterin tikanmasi gibi iskemik bir olay sirasinda, normalde
saglam ve son derece segici olan KBB tehlikeye girer ve beyin hasarini siddetlendiren
bir dizi zararli olaya yol acar. KBB'nin bozulmasi gecirgenligin artmasiyla sonuglanir
ve kan kaynakli molekiillerin, enflamatuar hiicrelerin ve suyun beyin parankimine

akmasina izin verir (24,27). KBB'in biitiinliigiindeki bu bozulma, beyin 6deminin
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gelismesine katkida bulunur ve bu da daha sonra kafa i¢i basincinin artmasina, kitle
etkisine ve daha fazla néronal hasara yol agabilir (24). Periferik molekiillerin ve
hiicrelerin beyne akmasi, pro-enflamatuar aracilarin salinmasina ve mikroglia ve
astrositlerin  aktivasyonuna yol agan giligli bir ndro-enflamatuar yaniti

tetikleyebileceginden, bu KBB disfonksiyonunun etkileri derindir.

Bu enflamatuar kaskad da ilk iskemik hasar1 giiclendirerek ek néron 6liimiine
ve KBB'nin daha fazla bozulmasina neden olabilir. Bariyerin bozulmasi serbest
radikaller, enflamatuar aracilar ve eksitotoksinler gibi potansiyel olarak norotoksik
maddelerin beyne gecisine izin verdiginden, bu kendi kendini devam ettiren hasar
dongiisii nihayetinde genel beyin hasarini1 daha da kétiilestirir, ilk iskemik hakareti
daha da siddetlendirir ve noronal hasar ve hiicre oliimiiniin ilerlemesine katkida

bulunur (24,27).

Ek olarak, MCAO sirasinda KBB'nin bozulmasi, hayati besinlerin segici olarak
taginmasi ve atik tiriinlerin uzaklastirilmasi ciddi sekilde tehlikeye girdiginden, beynin
homeostazi slirdiirme yetenegini 6nemli 6l¢iide bozar. KBB biitiinliigiindeki bu kayip
ayni zamanda serbest radikaller, enflamatuar aracilar ve eksitotoksinler gibi potansiyel
norotoksik maddelerin beyne gecisine izin vererek ilk iskemik hakareti daha da
siddetlendirebilir ve néronal hasar ve hiicre 6liimiiniin ilerlemesine katkida bulunabilir
(24). Ayrica, KBB'nin bozulmasi beynin mikro ¢evresinin hassas dengesini bozarak
iyonik dengesizliklere, oksidatif strese ve nihayetinde genel beyin hasarini kotiilestiren

bir dizi patolojik siirece yol agar (25-27).

4.2.7. Reperfiizyon Hasar1

Iskemik inme, beyne giden kan akigmin kesilmesiyle karakterize, ndron
Olimiine ve uzun siireli fonksiyonel eksikliklere yol agan yikici bir durumdur.
Reperflizyon olarak bilinen bir siire¢ olan kan akisinin yeniden saglanmasi, inme
tedavisinde kritik bir hedeftir. Ancak bu siireg, reperfiizyon hasari olarak adlandirilan

bir olgu olan doku hasarini paradoksal olarak siddetlendirebilir (10,28).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, reperflizyon hasarinin altinda yatan
merkezi bir mekanizmadir (17). iskemi sirasinda oksijen eksikligi, hiicrelere dogrudan

zarar verebilen siliperoksit ve hidrojen peroksit gibi metabolik yan {iriinlerin
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birikmesine yol agar. Reperfiizyonun ardindan, oksijenli kanin yeniden verilmesi ROS
iiretimini daha da artirarak beynin antioksidan savunmasini alt eder ve nihayetinde

noronal 6liimle sonuglanan bir dizi olayi tetikler (10,28,29).

Oksidatif strese ek olarak reperfiizyon da giiglii bir enflamatuar yanit baslatir.
Kan akiginin yeniden saglanmasi, aktive olan ve litik enzimler ile proinflamatuar
aracilar salgilayan noétrofilleri de beraberinde getirir (28). Bu enflamatuar faktorler
kan-beyin bariyerini bozabilir, 6dem olusumunu tesvik edebilir ve néronal hasari

siddetlendirebilir (10,28).

Enflamatuar kaskad, yerlesik mikroglialarin aktivasyonu ve makrofajlar ve
lenfositler gibi ek immiin hiicrelerin yaralanma bolgesine alinmasiyla daha da giiglenir
(28). Bu hiicreler apoptozu, nekrozu tetikleyebilen ve ndronal rejenerasyonu
engelleyebilen ¢esitli enflamatuar sitokinler, kemokinler ve diger sinyal molekiilleri
salgilar (10,28,29).

Sonu¢ olarak, reperflizyon sirasinda oksidatif stres ve inflamasyonun
kombinasyonu, iskemik inme sonrasinda néronal sagkalimi ve iyilesmeyi Onemli
Olclide bozabilen karmasik ve ¢ok yoOnlii bir hasar siirecine yol agmaktadir.
Reperfiizyon hasarinin altinda yatan kesin mekanizmalarin anlasilmasi, bu yikici
fenomeni hafifletmeyi ve hasta sonuglarini iyilestirmeyi amaglayan hedefli terapotik

miidahalelerin gelistirilmesi i¢in ¢ok dnemlidir.

4.2.8. Norolojik Fonksiyonlardaki Degisiklikler

Orta serebral arter tikanikligi, 6nemli norolojik ve fonksiyonel bozukluklara
yol agabilen yikici bir klinik durumu temsil eder. Spesifik belirtiler, okliizyonun kesin
yeri ve ciddiyetinin yan1 sira kan akisinin geri kazanilma hizina da baghidir (7). Tim
inmelerin yaklasik %80'1 iskemik kokenlidir ve serebral iskemi siklikla beynin segici

bolgelerine kan akisini kisitlayan karotid arter stenozundan kaynaklanir (7).

Orta serebral arter tikaniklig1 olan bireyler i¢in prognoz nispeten olumsuzdur
ve 6liim oranlar1 %80'e kadar ulagmaktadir (2). Akut iskemik ataktan kurtulan hastalar,
yuksek tekrarlayan inme riski de dahil olmak iizere uzun vadede onemli sekellerle

kars1 karsiya kalabilir (2).
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Motor defisitler, orta serebral arter okliizyonunun yaygin bir sonucudur ve
siddeti lezyonun kesin konumuna baglidir. Motor korteks siklikla etkilendiginden,
kontralateral hemipleji veya hemiparezi sik goriilen bir tablodur. Dikkat, hafiza ve
yirtitme islevindeki eksiklikleri kapsayan biligsel bozukluklar da yaygin olarak
gozlenmektedir (30).

Orta serebral arter okliizyonu ile iliskili ndrolojik ve fonksiyonel bozukluklarin
degerlendirilmesi, tedavi ve rehabilitasyon stratejilerine rehberlik etmek icin ¢ok
onemlidir (31). Ulusal Saglik Enstitiileri Inme Skalas1 gibi standartlastiriimis ndrolojik
skorlama sistemleri norolojik defisitlerin siddetini Slgmek i¢in kullanilabilir.
Bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans anjiyografi dahil olmak iizere tamisal
goriintiileme teknikleri de orta serebral arter tikanikliginin ilerlemesini tanimlamak ve

izlemek i¢in temel araglardir (2).

Orta serebral arter tikaniklig1 olan bazi hastalarda, beyin 6demi ve ilerleyici
norolojik bozulma ile karakterize, genellikle tibbi miidahaleye direnc¢li olan malign
serebral enfarktiis gelisebilir. Bu vakalarda, dekompresif cerrahi, yiikselen kafa ici
basincint durdurmayi ve daha fazla ndrolojik hasart 6nlemeyi amaglayan hayat

kurtarict bir miidahaleyi temsil edebilir (2,7,31,32).

4.2.9. MCAO ile iliskili Uzun Dénem Etkiler

Orta serebral arter okliizyonu, iskemik inmenin yaygin ve yikici bir seklidir ve
onemli norolojik defisitlere ve uzun vadeli sonuglara neden olur. Noronal 6liim, glial
aktivasyon ve beyin aglarinin bozulmasi ile karakterize edilen post-iskemik
norodejenerasyon, bu durumun ayirt edici 6zelligidir (3). Ancak, beynin olaganiistii
iyilesme ve plastisite mekanizmalarn hedefe yonelik rehabilitasyon yoluyla

kullanilabilir (3).

Orta serebral arter tikanikliginin dogal seyri, yiiksek tekrarlayan inme riski ve
onemli mortalite ile belirgindir. Major sakatlayici inme gegiren hastalarin sonuglari
genellikle kotiidiir ve 6liim oranlart %80'e kadar ¢ikmaktadir (2). Uzun vadeli prognoz,

ilk y1l iginde %12,5'e varan tekrarlayan inme riski ile nispeten kotidiir (2). Serebral
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iskeminin sonuglar bireyi, sosyal ¢evresini ve bir biitlin olarak toplumu derinden

etkileyebilir (3).

[k iskemik hasar ndron &liimiine ve beyin fonksiyonlarinin bozulmasina yol
acarken, beynin plastisite olarak bilinen baglantilar1 yeniden diizenleme ve yeniden
kurma konusundaki olaganiistii yetenegi fonksiyonel iyilesmeyi destekleyebilir.
Fiziksel, mesleki ve konusma terapisi gibi rehabilitasyon stratejileri bu plastisiteyi
kullanabilir ve uzun vadeli sonuglari iyilestirebilir (33). Bu miidahaleler, noral onarimi
tesvik etmeyi, noroplastisiteyi artirmay1 ve beynin adaptasyon ve yeniden diizenleme
icin dogal kapasitesini devreye sokarak kaybedilen islevi geri kazanmayi

amaglamaktadir (33).

Ekstrakraniyal-intrakraniyal bypass cerrahisi gibi cerrahi revaskiilarizasyon
prosediirleri, serebral hemodinamiyi iyilestirmek ve sonraki inme riskini azaltmak i¢in
bir ara¢ olarak arastirllmigtir. Ancak bu miidahaleler risksiz ve komplikasyonsuz
degildir. Bu baypas ameliyatlarinin etkinligi bildirilmistir, ancak dikkatli bir
degerlendirme gerektiren gesitli komplikasyonlarla da iliskilendirilmislerdir (34).

Noroprotektif ajanlar ve hiicre bazli tedaviler gibi yeni tedavi stratejileri, orta
serebral arter okliizyonunun uzun vadeli etkilerini hafifletme konusunda umut vaat
etmektedir. Reperfiizyonun tetikledigi oksidatif stres ve enflamatuar tepkileri hedef
alan noroprotektif ajanlar ikincil noronal hasari en aza indirmeye yardimci olabilir
(35). Kok hiicre nakli de dahil olmak iizere hiicre bazli tedaviler noronal
rejenerasyonu, anjiyogenezi ve biiylime faktorlerinin sistem salinimini tesvik ederek

beynin dogal iyilesme mekanizmalarini destekleyebilir.

Sonug olarak, orta serebral arter okliizyonu, 6nemli uzun vadeli sonuglar1 olan
yikict bir iskemik inme seklidir. Post-iskemik ndérodejenerasyon onemli bir endise
kaynagi olsa da, beynin plastisite ve iyilesme i¢in olaganiistii kapasitesi kapsamli
rehabilitasyon stratejileri ile kullanilabilir. Noroproteksiyon ve noral rejenerasyonu
hedefleyen yeni terapotik yaklasimlar, uzun vadeli sonuglar iyilestirmek ve bu yikici

durumun yiikiinii azaltmak i¢in umut vermektedir.
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4.3. GPR88 Proteini

4.3.1. GPR88’in Molekiiler Biyolojisi ve Genetik Temelleri

GPR88 (G Protein-Bagli Reseptor 88) proteini, hormonlar, nérotransmiterler
ve diger sinyal molekiilleri dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicre dis1 sinyallere hiicresel
tepkilere aracilik etmede 6nemli bir rol oynayan genis ve c¢esitli bir transmembran
reseptor grubu olan G protein-bagli reseptor siiper ailesinin bir iiyesidir (36). GPR88
proteinini kodlayan GPR88 geni, insanlarda kromozom 16 iizerinde bulunur ve
oncelikle merkezi sinir sisteminde, Ozellikle de motor kontrol ve o&dille ilgili

davranislarda rol oynayan striatumda ifade edilir (36).

GPRS88 proteini 370 amino asitten olusur ve G proteinine bagli reseptorlere
Ozgii karakteristik yedi transmembran alan yapisini benimser (36). GPR88 proteininin
hiicre dis1 bolgesi, birgok sitokin reseptdriinde bulunan sitokin baglayict modiiliin
ortak ozellikleri olan korunmus bir sistein bakimindan zengin alan ve bir WSXWS
motifi icerir (37). Ek olarak, GPR88 proteininin sitoplazmik bolgesi, Janus ailesi
tirozin kinazlarin baglanmasi ve ardindan asagi akis sinyal yollarinin aktivasyonu i¢in
onemli oldugu diisiiniilen korunmus prolin bakimindan zengin diziler ve birkag tirozin

kalintisi igerir (38,39).

GPRS88 geninin ifadesi ve diizenlenmesi, karmasik transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel mekanizmalari igeren sik1 bir sekilde kontrol edilir. Ornegin, GPR88
geni, cesitli transkripsiyon faktorleri tarafindan baglanabilen ve bdylece gen
transkripsiyon oranin1 modiile eden promotor bolgeler ve gii¢lendiriciler gibi gesitli
diizenleyici unsurlar igerir (40). Ayrica, GPR88 mRNA transkriptinin stabilitesi ve
translasyonu, GPR88 proteininin liretimini artirabilen veya baskilayabilen ¢esitli RNA

baglayici proteinler ve mikroRNA'lardan etkilenebilir (36,41).

GPR88 reseptoriiniin asag1 akisindaki sinyal mekanizmalar heniiz tam olarak
anlagilamamistir, ancak Go alt birimleri gibi heterotrimerik G proteinlerinin
aktivasyonunu icerdiklerine inanilmaktadir, bu da daha sonra ikincil habercilerin
modiilasyonu, gen ifadesinin diizenlenmesi ve ¢esitli fizyolojik siireglerin kontrolii

dahil olmak tizere bir dizi hiicre i¢i sinyal olayini tetikleyebilir (37,41).
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4.3.2. GPR88’in Beyindeki Dagilimi ve Ekspresyon Profili

G proteinine bagl bir reseptor olan GPRS88, secici ifadesi ve beyindeki farkli
dagilimi1 nedeniyle ¢esitli norolojik siirecleri ve bozukluklar1 arastirmak i¢in umut
verici bir konu olarak ortaya ¢ikmistir. Kapsamli ¢aligmalar, GPR88'in 6zellikle
striatumdaki lokalizasyon ve ekspresyon modellerini ve ndral devrelerin

diizenlenmesindeki potansiyel rollerini ortaya ¢ikarmistir (40).

GPR88'in gelisimsel ve yetigkin ifade profilleri sican beyninde kapsamli bir
sekilde incelenmistir (42). GPR88 merkezi sinir sisteminde, 6zellikle de hem dopamin
reseptoriic D1- hem de D2-eksprese eden orta dikenli ndronlarda (6) bulundugu
striatumda bol miktarda eksprese edilir (42). Ek olarak, GPR88 korteks, hipokampus
ve serebellum da dahil olmak iizere diger beyin bolgelerinde tespit edilmistir, bu da

cesitli noral fonksiyonlara dahil oldugunu gostermektedir (6,42).

Striatum icinde GPRS8S8, ventral striatuma kiyasla dorsal striatumda daha
yiiksek ekspresyon ile heterojen bir dagilim sergiler (43). Gelismekte olan sican
striatumunda GPR88'in spatiotemporal ifadesi, ifadesinin dogum sonrasi gelisim

sirasinda arttigini ve yetiskinlikte zirveye ulastigini gosterir (42).

GPR&88'in striatal dopamin sistemindeki modiilator rolii vurgulanmis ve ¢esitli
psikiyatrik bozukluklar icin terapotik bir hedef olma potansiyeline isaret edilmistir.
GPRS88 eksikligi, noropsikiyatrik hastaliklarin karakteristik bir 6zelligi olan degismis

duyusal-motor gegitleme ile iligskilendirilmistir (44).

Ayrica, ¢alismalar GPR88'in sadece hiicre ylizeyinde degil, ayn1 zamanda
cekirdek icinde de ekspresyonu ile subseliiler lokalizasyonunu ortaya ¢ikarmis ve
potansiyel klasik olmayan GPCR etki modlarim1 diisindiirmiistiir. Bu bulgular,
GPR88'in sinir devrelerindeki islevsel 6nemi ve norolojik ve psikiyatrik bozukluklarin

patofizyolojisiyle ilgisi hakkinda degerli bilgiler saglamaktadir(6,42—44).

4.3.3. GPR88’in Fizyolojik Rolleri

Yetim G-protein bagli reseptor 88 olarak da bilinen GPR88, merkezi sinir
sistemindeki ¢esitli fizyolojik siireglere karmasik katilimi nedeniyle sinirbilimde

blyiik ilgi gormiistiir. Agirlikli olarak striatumda eksprese edilen bu reseptor, motor
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fonksiyon, duygusal diizenleme ve bilissel yeteneklerin diizenlenmesinde ¢ok dnemli

bir rol oynamaktadir (45).

Kapsamli arastirmalar, GPR88'in striatumdaki dagilimini ve diizenlenmesini
incelemis ve potansiyel islevsel rolleri hakkinda degerli bilgiler saglamistir (6).
Gelisimsel caligmalar, sican striatumunda GPR88'in spatiotemporal ekspresyonunu
ortaya c¢ikarmis ve sirastyla motor ve biligsel islevler i¢in ¢ok 6nemli olan hem

nigrostriatal hem de kortikostriatal yolaklara dahil oldugunu diistindiirmiistiir (6).

Deneysel ve klinik arastirmalar, GPR88'in sinirsel isleyisteki cesitli rollerini
daha da aydinlatmistir. GPR88 geninden yoksun fareler, artan hareketlilik, artan
stereotipiler ve motor koordinasyon ve 6grenmede eksiklikler sergileyerek, reseptoriin
motor kontroliinii diizenlemedeki 6nemini vurgulamaktadir. Ayrica, farelerde GPR88
geninin tamamen silinmesi, yeni ortamlara uyum saglayamama ve anksiyete benzeri
davraniglarin azalmasi ile iligkilendirilmistir, bu da duygusal diizenlemeye dahil
oldugunu gostermektedir (4). Ilging bir sekilde, GPR88'in striatal dopamin
fonksiyonundaki modiilator rolii, c¢esitli psikiyatrik bozukluklarin tedavisi icin
potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini diisiindiirmektedir (43). GPR88'in D1R tipi
ve D2R tipi orta dikenli néronlardaki farkli rolleri, duygusal ve motor davraniglarin

farkli diizenlemesini ortaya ¢ikararak daha da aydinlatilmistir.

Toplu olarak, deneysel ve klinik caligmalardan elde edilen kanitlar, GPR88'in
merkezi sinir sistemindeki ¢ok yonlii fizyolojik rollerinin altin1 ¢izmekte ve motor
kontrol, duygusal diizenleme ve bilissel siire¢lerdeki Onemini vurgulamaktadir

(4,6,43,44).

4.3.4. GPRS8 ve Patolojik Durumlarla iliskisi

GPR88, motor kontrol, bilis ve motivasyon igin kritik bir beyin bdlgesi olan
striatumda bol miktarda ifade edilir (4). Biriken kanitlar, GPR88'in Parkinson
hastalig1, sizofreni ve serebral iskemi gibi durumlarin patofizyolojisinde rol

oynayabilecegini gostermektedir (43,44,46).

Caligmalar, GPR88'in yoklugunun striatumun birincil ¢ikis néronlar1 olan orta
dikenli noéronlarin aktivitesini artirabilecegini ortaya koymustur (44). Noronal

aktivitedeki bu degisiklik, hayvan modellerinde motor ve isarete bagli davranislardaki
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degisikliklerle iligkilendirilmistir (44). Ayrica, GPR88 eksikliginin duyusal-motor
gecisi etkiledigi gosterilmistir, bu da néropsikiyatrik bozukluklarda potansiyel bir
katilima isaret etmektedir (44).

Parkinson hastaliginda arastirmacilar, GPR88 ekspresyonunun etkilenen
hastalarin striatumunda 6nemli dlgiide azaldigini bulmuslardir (46). ilging bir sekilde,
hayvan modellerinin iliskisel striatumunda GPR88'in hedefli olarak baskilanmasi,
apati, depresyon ve biligsel bozukluk dahil olmak {izere Parkinson hastaligiyla iliskili

psikiyatrik semptomlari hafifletebilmistir (46).

GPRS88'in striatal dopamin islevindeki modiilatér rolii, gesitli psikiyatrik
bozukluklar i¢in yeni tedaviler gelistirmek i¢in umut verici bir hedef olabilecegini
diisindiirmektedir  (43). Ornegin, bir sizofreni fare modelinde, GPR88'in
aktivasyonunun, potansiyel olarak dopaminerjik sistemin diizenlenmesi yoluyla

psikoz benzeri davranislart hafiflettigi bulunmustur (45).

GPR88'in striatumdaki farkli néronal alt popiilasyonlarin islevini etkiledigi
mekanizmalart ve bu degisikliklerin norolojik bozukluklarin ortaya ¢ikmasina nasil
katkida bulundugunu tam olarak aydinlatmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi

gerekmektedir.

4.3.5. GPR88'in Serebral iskemideki Potansiyel Rolii

Beyne giden kan akiginin azalmasiyla karakterize bir durum olan serebral
iskemi, yikict nérolojik sonuglara yol agabilir. Beynin iskemik etkilere verdigi yaniti
yoOneten altta yatan mekanizmalar1 anlamak, etkili terapotik miidahaleler gelistirmek
i¢in ¢ok onemlidir (1). Bu baglamda giderek daha fazla dikkat ¢eken ilgi ¢ekici bir
hedef, yetim G-protein-bagl reseptor GPR88'dir.

Kapsamli aragtirmalar, GPRS88'in serebral iskemiye potansiyel katilimi
hakkinda degerli bilgiler saglamistir. GPR88'in, iskemik hasara karsi ozellikle
savunmasiz bir beyin bolgesi olan striatumda yiiksek oranda ifade edildigi
bilinmektedir (6). GPR88'in gelisimsel ve yetiskin ifade kaliplari, kortikal gelisim ve
psikiyatrik bozukluklarda 6nemli bir rol oynadigimi gostermektedir (42). Ayrica,
calismalar farelerde Gpr88 geninin silinmesinin hiperlokomosyona, artan

stereotipilere ve motor koordinasyon ve 6grenmede eksikliklere yol agabilecegini
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gostermistir (4). Bu davranigsal degisiklikler, GPR88'in motor fonksiyonun énemli bir
diizenleyicisi olabilecegini ve bozulmus bazal ganglion fonksiyonu ile iligkili
norolojik bozukluklarin patofizyolojisine potansiyel olarak katkida bulunabilecegini
gostermektedir. Tlging bir sekilde, GPR88'n etkileri iki ana striatal ndronal alt tipte,
dogrudan ve dolayli yol orta dikenli noronlarda farkli goriinmektedir (4). Ozellikle,
GPR&88'in D1R tipi ve D2R tipi orta dikenli néronlarin islevini modiile etmede farkl
roller oynadig1 ve boylece duygusal ve motor davraniglar farkli sekilde diizenledigi

goriilmektedir (4).

GPR&88'in striatumdaki stratejik konumu ve motor ve psikiyatrik semptomlara
potansiyel katilim1 gz oniine alindiginda, GPR88'in serebral iskeminin altinda yatan
patojenik siireclerde de rol oynayabilecegi akla yatkindir. Deneysel c¢alismalar,
GPR88'in iskemik beyin hasarindaki potansiyel roliine 1sik tutmaya baslamistir
(4,43,44,46).

4.3.6. GPR88’i Hedef Alan Terapotik Yaklasimlar

Farmakolojik stratejiler, GPR88'e 0zgli agonist ve antagonistlerin
tanimlanmasi ve gelistirilmesine odaklanmistir. Son ¢alismalar, GPR88 reseptoriinde
umut verici aktivite gosteren 2-PCCA, RTI-13951-33 ve fenilglisinol tiirevleri gibi
cesitli bilesiklerin kesfedildigini bildirmistir (5). Bu bilesikler, norolojik bozukluklarin
tedavisi i¢in ila¢ adaylar1 olarak daha fazla optimizasyon ve gelistirme potansiyeline

sahiptir.

Farmakolojik miidahalelere ek olarak, GPR88 ifadesini modiile etmek icin gen
terapisi yaklasimlar1 arastirilmistir. Aragtirmacilar, hedeflenen beyin bolgelerinde
GPRS88 ifadesini artirabilen veya baskilayabilen genetik materyali iletmek i¢in viral
vektorlerin, Ozellikle de lentiviral vektorlerin kullanimini arastirmiglardir  (4).
Lentiviral vektorler, ndronlar gibi bolinmeyen hiicreleri verimli bir sekilde
transdiikleme ve uzun siireli transgen ekspresyonu saglama yetenekleri sayesinde gen
terapisinde ¢ok yOnlii bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir. Bu vektorler, GPR88'in ¢esitli
davranigsal ve norolojik siireglerdeki roliinii incelemek ve GPR88 ifadesini modiile

etmenin terapotik potansiyelini arastirmak i¢in kullanilmistir (5).
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GPR&88'in striatal dopamin islevindeki modiilator rolii, motor ve duygusal
diizensizlikle ilgili olanlar da dahil olmak tizere psikiyatrik bozukluklarin tedavisi i¢in
umut verici bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir (43). Devam eden arastirmalar,
GPRS88'in farmakolojisini ve sinyal yollari1 daha da aydinlatmanin yani sira daha

giiclii ve segici ligandlar ve gen terapisi yaklasimlari gelistirmeye odaklanmigtir(5).

4.3.7. Literatiirde GPRS8S ile Ilgili Calismalar

Literatiir, GPR88'in motor kontrol, bilissel islevler ve motivasyonel siireclerde
yer alan Onemli bir beyin boélgesi olan striatumdaki DI1R eksprese eden ve D2R
eksprese eden orta dikenli noronlarin iglevini modiile etmede farkli roller oynadigini

gostermektedir (4).

Cesitli in vivo ve in vitro caligmalar, GPR88'in norolojik arastirmalardaki
onemine iligskin degerli bilgiler saglamistir. GPR88 geninin ifadesi ¢esitli antidepresan
tedaviler ve farmakolojik miidahalelerle degistirilir ve hem glutamat hem de dopamin
tarafindan indiiklenir, bu da bir dizi noropsikiyatrik bozuklukta potansiyel katilimini
vurgular (43,44). GPR88'den yoksun fareler hiperlokomosyon, artan stereotipiler,
motor koordinasyon ve 6grenme eksikliklerinin yani sira yeni ortamlara alisgamama ve
anksiyete benzeri davranislarda azalma gostererek reseptoriin duygusal ve motor

davraniglan diizenlemede kritik rol oynadigini diisiindiirmektedir (4,6,43).

Dabha ileri ¢aligmalar, GPR88'in striatumdaki uzamsal ve zamansal ekspresyon
modellerine iliskin ig¢goriiler saglamis ve hem D1R eksprese eden hem de D2R
eksprese eden orta dikenli noronlardaki lokalizasyonunu ortaya ¢ikarmistir (4). Bu
bulgular, GPR88'in bu ndronal alt tiplerin islevini farkli sekilde modiile edebilecegini
ve Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, bipolar bozukluk, sizofreni ve dikkat
eksikligi hiperaktivite bozuklugu gibi degismis bazal ganglion islevini igeren nérolojik
bozukluklarin karmasik patofizyolojisine potansiyel olarak katkida bulunabilecegini

gostermektedir (4,43,44,46).

GPRS88'in striatal dopamin fonksiyonundaki diizenleyici rolii, norolojik
bozukluklarla iliskili psikiyatrik semptomlarin tedavisi i¢in yeni bir terapotik hedef
olarak potansiyelini vurgulamaktadir. Farkli striatal hiicre tiplerinde GPR88 tarafindan

diizenlenen kesin sinyal yollarmi aydinlatmak ve cesitli norolojik ve psikiyatrik
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durumlar baglaminda terapotik potansiyelini daha fazla kesfetmek igin ek

arastirmalara ihtiya¢ vardir.
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5. MATERYAL METOT

5.1. Deney Plam1 ve Deney Gruplar:

Bu proje kapsaminda GPR88’in 30 ve 60 dakikalik serebral iskemi
modelindeki roliinii arastirmay1 amacladik. Meydana gelen serebral iskemi vakalarinin
yaklasik %85°1 orta serebral arterin tikanmasi sonucu olugsmaktadir. Bu nedenle, bu
proje kapsaminda farelerde serebral iskemi modeli olarak orta serebral arter tikanmasi
metodu secilmistir (47).

Projenin belirlenen hedeflerine ulasabilmesi i¢in asagida belirtilen deney

gruplari olusturulmus ve her bir grup i¢in her MCAO modeli (30 dakika ve 60 dakika)

kapsaminda n=10 olmak iizere toplam 80 hayvan kullanilmistir:

Lv-GFP: Molekiiler klonlamalarin yapildigt pLenti-EF1a-GFP-2A-Puro
vektoriiniin fare beyninde herhangi bir etkisinin olup olmadiginin aragtirilabilmesi i¢in
olusturulmus deney grubudur. Bu grup i¢in 30 dakika MCAO modelinde n=10, 60
dakika MCAO modelinde ise n=10 hayvan dagitilmistir.

Lv-GPR88: pLenti-EF10-GFP-2A-Puro vektoriiniin igerisine klonlanmis
GPR88’in protein kodlama bolgesi sayesinde GPR88 aktivasyonunun etkilerini
incelemek i¢in olusturulmus deney grubudur. Bu grup i¢in 30 dakika MCAO
modelinde n=10, 60 dakika MCAO modelinde n=10 hayvan kullanilmstir.

ScRNA: Lentiviral pPLVTHM plazmidinin fare beyninde herhangi bir etkisinin

olup olmadiginin analizi i¢in, icerisine fare genomunda herhangi bir geni hedef
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almayan gen dizisi yerlestirilmis kontrol grubudur. Bu grup i¢in 30 dakika MCAO
modelinde n=10, 60 dakika MCAO modelinde n=10 hayvan yer almistir.

Sh-GPR88: GPR88 gen dizisini hedef alarak GPR88 protein seviyesinin
azaltilmasinin hedeflendigi deney grubudur. Bu grup i¢in 30 dakika MCAO modelinde
n=10, 60 dakika MCAO modelinde ise n=10 hayvan dagitilmistir.

Bu sekilde, toplamda 4 grup ve her grup i¢in iki farkli MCAO modeliyle

birlikte caligmanin hedeflerine uygun hayvan dagilimi gerceklestirilmistir.

Nhel Scol Sno8i Bsext
5 GCT AGC..AGT ACT TAC GTA GGT ACC CCA GTG
Spet

sofi EcoR!
TGG TGG CCT GCA GGT GAA TTC ACT AGT ACC GGT

Soll EcoRV Not!
AGG CCT GTC GAC GAT ATC GGG CCC GCG GCC GCT
BomMi Xbaol
GGA TCC TCT AGA --3'

EF1a prom.

"5 pLenti-EF1a-GFP-2A-Puro

9078bp

ILTR

Sekil 5.1.1: pLenti-EF1a-GFP-2A-Puro plazmidinin genel yapisl

‘woud QpAS

(https://www.abmgood.com/vectormap/index/index/?name=pLenti-EF1la-GFP-2A-

Puro).

Bunun i¢in insan GPR88 geninin kodlama bolgesi (NCBI referans numarasi:

NM_022049.3) Sekil 5.1.1°de belirtilen lentiviral vektorlere klonlanmustir.
5.2. Molekiiler Klonlama Calismalari

5.2.1. Lentiviral vektor

Hem in vitro hem de in vivo kosullara uygun sekilde GPR88 protein seviyesini
artirmak amaciyla bir lentiviral vektor kullanilmistir. Bu lentiviral vektor, GPR88
proteininin yani sira gfp proteininin de ifadesine imkan taniyan bisistronik bir yapiya

sahiptir.
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5.2.2. Hiicre hattindan toplam RNA izolasyonu

HeLa hiicre hattindan toplam RNA izolasyonu, High Pure RNA Isolation Kit
(11828665001; Roche, isvec) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu islem i¢in yaklasik
10° hiicre kullanilnmustir. Besi ortamindan ayrilan hiicreler 200 pl PBS igerisinde
stispanse edildikten sonra, kitin lizis soliisyonu eklenerek vorteks yardimiyla
par¢alanmistir. Devaminda, kitin protokoliinde belirtilen yikama, santrifiij ve diger
asamalar filtreli tiipler kullanilarak sirasiyla uygulanmistir. Son asamada eliisyon
soliisyonu ile toplam RNA elde edilmistir. Izole edilen toplam RNA’nin

konsantrasyonu P300 (Implen, Almanya) nanofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

5.2.3. cDNA sentezi

cDNA, tamamlayict DNA anlamma gelmektedir. Izole edilen toplam
RNA’dan cDNA sentezi i¢in Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(04896866001, Roche, Isveg) ile T100™ (Bio-Rad, ABD) termal dongii cihazi
kullanilmigtir.  Kitin protokoliine uygun olarak, reaksiyonlar 1 pg/ul RNA
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde 20 pl toplam hacimde hazirlanmistir.
Primerlerin denatiirasyonu 10 dakika boyunca 65 °C’de gercgeklestirilmis, ters
transkriptaz enzimi ise 5 dakika 85 °C’de inaktive edilmistir. Tablo 5.2.3.1 ve Tablo
5.2.3.2°de, reaksiyonda kullanilan reaktifler, bunlarin hacimleri ve termal dongii cihazi

asamalar1 ayrintili olarak gdsterilmektedir.
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Tablo 5.2.3.1: cDNA malzeme protokolii

Malzemeler Hacim (pl)

Toplam RNA (1pg/ul) degisken
dNTP Karigimi 2 pul
RNase inhibitori 0,5 pl

5x Ters Transkriptaz Solusyonu 4 pul
Ters Transkriptaz Enzimi 0,5 ul

Anchored Oligo dT Primerleri 1l

Random Primerleri 2 ul
ddH-.0 degisken
Toplam 20 ul

Tablo 5.2.3.2: cDNA termal dongii cihazi basamaklari

Sicaklik (°C) Zaman (dakika)

65 10 dk
50 60 dk
85 5dk
4 oo

5.2.4. Primer dizaym

Ileri ve geri primer dizisi Insan GPR88 geninin kodlama bolgesi (NCBI
referans dizisi: NM_022049.3) olan Homo sapiens G protein-coupled receptor 88
(GPR&8), mRNA dizisi kullanilarak tasarlanmistir. Restriksiyon enzimleri kullanilan
vektoriin ¢oklu klonlama bolgesinden secilmistir. Kesim i¢in uygun olan Sall
(gTCgAC) ve Xbal (TCTAQA) restriksiyon enzim dizileri ileri ve geri primer

dizilerinin basina eklenmistir.

Ileri primer (5- AgTCAgTCgACATgACCAACTCCTCCTCCACAT-3') ve
geri primer (5- AgTCATCTAgATTACCAQTgCTggCCCgC-3") igin dizileri
kullanilmistir. Primerler i¢in uygun olan Tm degeri NEB Biolabs Tm Calculator
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programi kullanilarak hesap edilmistir. 63 °C ve 65 °C uygun Tm degerleri olarak

belirlenmistir.

Product Group
Phusion v Anneal at

Polymerase/Kit 66 ° C

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (HF Buffer) v

Primer Concentration (nM)

Why is th hi
500 > Reset concenlration y's (his sohig

Primer 1 Primer 1
ATGACCAACTCCTCCTCCACAT 22nt
50% GC
Tm: 63°C

Primer 2
TTACCAGTGCTGGCCCGC

Switch to batch mode Clear
Primer 2

Use example input 18nt
67% GC
Tm: 65°C

Sekil 5.2.1: NEB Biolabs Tm Calculator programi kullanilarak hesap edilen uygun

Tm degerleri

5.2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Insan GPR88 geninin kodlama bdlgesi (NCBI referans dizisi: NM_022049.3),
HeLa hiicrelerinden elde edilen cDNA 6rnegi kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile ¢ogaltilmigtir. PCR reaksiyonu Q5® High-Fidelity DNA Polymerase PCR
Kit (M0491, New England BioLabs, ABD) ile gergeklestirilmistir. PCR igin primer
konsantrasyonu 0,2 mM ve 0,5 mM olacak sekilde ayarlanmistir. Tablo 5.2.5.1 ve
Tablo 5.2.5.2’te PCR reaksiyon bilesenleri, Tablo 5.2.5.3’te ise reaksiyon adimlart
gosterilmektedir. PCR islemi T100™ (Bio-Rad, ABD) termal dongii cihazinda
yiiritiilmiis, elde edilen PCR iirlinleri 6X yiikleme boyast (R0631; Thermo Fisher
Scientific, ABD) eklenerek %0,8 agaroz jel iizerinde 120 V’da yiiriitiilmiistiir. DNA
boyutu belirlemek i¢in 1 kb (O’GeneRuller-ready to use, Thermo Scientific, ABD)
standart kullanilmistir. Agaroz jel, Bio-Rad Chemidoc goriintiileme sistemi (1708280;
Biorad Life Sciences Research, ABD) ile incelenmis ve yaklasik 1155 baz ¢ifti
uzunlugundaki GPR88 DNA band1 saptanmustir.
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Tablo 5.2.5.1: 0,2 mM Primer Konstrasyonu i¢in PCR Reaksiyon Malzemeleri

Malzemeler Hacim (pl)

cDNA 1,0 ptl
ileri Primer 0,4 pl
Geri Primer 0,4 pl
Q5 Polimeraz Enzimi 0,2 ul

5x High Fidelity Solusyonu 4,0 pl

dNTP karigsimi 0,4 pl
dH0 13,6 pl
TOPLAM 20,0 ul

Tablo 5.2.5.2: 0,5 mM Primer Konstrasyonu i¢in PCR Reaksiyon Malzemeleri

Malzemeler Hacim (pl)
cDNA 1,0 pl
ileri Primer 1,0 pl
Geri Primer 1,0 pl
Q5 Polimeraz Enzimi 0,2 ul

5x High Fidelity Solusyonu 4,0 ul
dNTP karigimi 0,4 pl
dH.0 12,4 pul

TOPLAM 20,0 pl




Tablo 5.2.5.3: PCR reaksiyon basamaklari

Basamaklar Zaman Sicaklik
Baslangi¢c Denaturasyonu | 30 sn 98°C
Denaturasyon 10 sn 98°C
Baglanma 10 sn 60-70°C
Uzama 60 sn 72°C
Son Uzama 120sn 72°C
Bitis 00 4°C

Sekil 5.2.2: PCR sonrasi agaroz jel goriintiisii

5.2.6. Agaroz jelden DNA izolasyonu

Agaroz jelde tespit edilen GPR88 PCR iirlinleri, Zymo Clean & Gel DNA
Recovery Kit (D4007, Zymo, ABD) kullanilarak saflagtirilmistir. Bu amagla, agaroz
jelden GPR88 DNA bantlar1 kesilip alinmis ve bant kiitlesinin yaklasik ii¢ kat1 kadar
kitte bulunan ADB jel ¢oziicii soliisyonu eklenmistir. Karigim 55 °C’de 10 dakika
inkiibasyon siiresince aralikli olarak hafifce ters diiz edilerek ¢oziinme saglanmistir.
Elde edilen ¢ozelti, kit ile birlikte verilen kolonlu tiiplere aktarilmis ve oda sicakliginda
11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra, kit protokoliinde belirtilen
yikama ve santrifiij adimlar1 sirastyla uygulanmistir. Son asamada eliisyon soliisyonu
ilave edilerek oda sicakliginda kisa bir inkiibasyon yapilmis, ardindan 11.000 g’de 2

dakika santrifiij edilerek DNA kolondan elde edilmistir.
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5.2.7. Dna iiriiniiniin ve lentiviral vektoriin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

Elde edilen GPR88 DNA iiriinii ve bisistronik vektor, Sall (FD0644, Thermo
Fisher) ile Xbal (ER0681, Thermo Fisher) restriksiyon enzimleri kullanilarak
kesilmistir. Kesim reaksiyonlari i¢in 10X Fast Digestion Soliisyonu (B64, Thermo
Scientific, ABD) kullanilmistir. Reaksiyon bilesenleri Tablo 5.2.7.1°de gésterilmistir.
Hazirlanan karnisimlar 37 °C’de 45 dakika inkiibe edildikten sonra, enzimlerin
etkinligini durdurmak amaciyla 55 °C’de 5 dakika inkiibasyon uygulanarak reaksiyon

sonlandirilmistir.

Tablo 5.2.7.1: Restriksiyon Enzimleri ile Kesim Reaksiyonu bilesenleri

PCR Uriinii Lentiviral Vektor
Urn (1pg/pl) 26 5
10x Fast Digest Buffer 3 2
Sal | 0,5 0,5
Xba | 0,5 0,5
dH,0 - 12
Toplam 30 20

5.2.8. GPR88 DNA iiriiniin ve lentiviral vektoriin saflastirilmasi, konsantre

edilmesi

Zymo DNA Clean and Concentrate-5 kiti (D4013, Zymo Research, ABD)
kullanilarak kesim islemi sonrasinda elde edilen DNA f{iriinli ve vektor, restriksiyon
enzimlerinden arindirilarak geri kazanilmistir. Kit protokoliine uygun olarak, GPR88
DNA {iriinii 1,5 ml santrifiij tiipiine alindiktan sonra 2 ila 7 katt miktarda DNA binding
buffer eklenmistir. Hazirlanan karisimlar kolona aktarilmis ve kolonlar toplayici
tiiplere yerlestirilerek 11.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Bu adim1 takiben,
kolon iki kez 200 ul wash buffer ile yikanmis ve her yikamadan sonra ayni kosullarda
santrifiij edilmistir. Son asamada, kolona 20 pl elution soliisyonu eklenerek oda

sicakliginda 2 dakika bekletilmis ve ardindan 11.000 g’de 30 saniye santrifiij
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edilmigtir. Elde edilen GPR88 DNA f{iriinii ve lentiviral vektdr konsantrasyonlari

NanoPhotometer (P300, Implen, Almanya) cihaziyla dl¢tilmiistiir.

5.2.9. GPR88 DNA iiriiniiniin ve lentiviral vektoriin birlestirilmesi

Sall ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilen GPR88 DNA f{iriinii, pLenti
vektorii ile T4 DNA ligaz enzimi igeren Rapid DNA Ligation kiti (K1422, NEB
Biolab, Ingiltere) kullanilarak birlestirilmistir. Vektdr miktarina bagh olarak, 58 ng
vektore karsilik klonlanacak GPR88 DNA parcasinin miktar1 ve uygun birlesme
oranlar1 NEBio Calculator Ligation Calculator (Siiriim 1.9.0, NEB Biolabs, Ingiltere)
araciligiyla belirlenmistir. Bu hesaplama dogrultusunda 2:1, 3:1, 5:1 ve 7:1 olmak
tizere farkli birlesme oranlarinda reaksiyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan karigimlar 22
°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Tablo 5.2.9.1°de birlesme reaksiyonunun bilesenleri ve

hacimleri detayl1 olarak sunulmaktadir.

Tablo 5.2.9.1: GPR88 Birlesme Reaksiyonu Bilesenleri

Malzemeler 2:1 3:1 5:1 7:1
p-Lenti Ef1a 2 2 2 2
GPR88 1,41 2,11 3,52 4,92
T4 Ligase 0,5 0,5 0,5 0,5
5x Buffer 2 2 2 2
H.O 4,09 3,39 1,98 0,58
Toplam 10 10 10 10

5.2.10. Kompetent bakteri hazirlama

Eksi 80 °C’de muhafaza edilen Escherichia coli bakterileri ¢6ziindiiriildiikten
sonra, antibiyotik icermeyen kat1 LB agar (A8523, Biomatik, ABD) besiyeri {izerine
yayilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra, agar plate gece boyunca
37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin, agar yiizeyinden alinan tek bir koloni,
5 ml LB s1vi besiyerine (A8523, Biomatik, ABD) aktarilmis ve hiicre siispansiyonu 37
°C’de, 220 rpm calkalayicili inkiibatorde bir gece inkiibe edilmistir. Elde edilen

stispansiyondan 1 ml alinarak 100 ml LB siv1 besiyerine ilave edilmis ve 37 °C’de
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yaklasik 3 saat, 220 rpm hizinda ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
600 nm’de optik yogunluk (OD) 6l¢iilerek 0,3 degerine ulagilmistir.

Bakteri siispansiyonu, buz iizerinde sogutulmus 50 ml’lik deney tiiplerine
boliinmiis ve 5 dakika buzda inkiibe edilmistir. Ardindan tiipler 3000 g’de 5 dakika
boyunca +4 °C’de santrifiijlenmistir. Ustteki siv1 atilmis ve olusan bakteri pellet’i
buzla sogutulmus 1 ml (100 mM) CaCl2 iginde ¢oziilerek yeni bir deney tiipiine
aktarilmistir. Bu siispansiyon 1 saat boyunca buzda inkiibe edilmis, sonrasinda tekrar
3000 g’de 5 dakika boyunca +4 °C’de santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet, 500 pl
buzla sogutulmus 100 mM CaCl2 i¢inde yeniden ¢oziilerek kullanima hazir hale

getirilmistir.

5.2.11. Transformasyon

Kompetent bakteri siispansiyonundan 50 pl alinarak yeni bir Eppendorf tiipiine
aktarilmig ve iizerine 1 pl vektor-GPR88 karisimi eklenmistir. Bu karisim buzda 30
dakika inkiibe edildikten sonra, 42 °C su banyosunda 60 saniyelik 1s1 soku uygulanarak
transformasyon gergeklestirilmistir. Is1 soku sonrasi tiip 2 dakika buz {izerinde
sogutulmus, ardindan 250 pl LB sivi besi yeri eklenerek 37 °C’de calkalayici
inkiibatorde 60 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra, kanamisin antibiyotigi (14100;
Pan Biotech, Almanya) iceren LB agar plakalarina bakteriyel siispansiyon eklenmis

ve plakalar gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilmustir.

5.2.12. Transformasyon sonrasi GPRS88 icin koloni pcr yapilmasi

Pozitif oldugu diisiiniilen birkag¢ koloni segilerek 50 ul saf suya aktarilmistir.
Bu Orneklerden elde edilen c¢DNA, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilmigtir. PCR reaksiyonlari, Q5® High-Fidelity DNA Polymerase PCR Kit
(M0491, New England BioLabs, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Primer
konsantrasyonu 0,5 mM olarak ayarlanmistir. Tablo 5.2.12.1’de PCR reaksiyon
bilesenlerine iliskin ayrintilar yer almaktadir. PCR islemi T100™ (Bio-Rad, ABD)
termal dongii cihazi kullanmilarak gergeklestirilmis olup, dongii adimlar1 yine Tablo
5.2.12.1°de’de belirtilmistir. PCR sonrasi elde edilen iirlinler 6X yiikleme boyasi
(R0O631; Thermo Fisher Scientific, ABD) eklenerek %0,8 agaroz jelde 120 V’da

yuritiilmiistir. DNA boyutu karsilastirmasi i¢in 1 kb (O’GeneRuller-ready to use,
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Thermo Scientific, ABD) belirte¢ kullanilmistir. Jel gériintiilemesi Bio-Rad Chemidoc
(1708280; Bio-Rad Life Sciences Research, ABD) sistemi ile yapilmis ve yaklagik
1155 baz ¢ifti uzunlugundaki GPR88 DNA bandinin varligi dogrulanmastir.

Tablo 5.2.12.1: Koloni PCR protokolii

Malzemeler Hacim (ul) PCR Basamakalri Zaman Sicaklik
cDNA (ligasyon) 2,5 Baslangi¢c Denattirasyonu 30 sn 98°C
Q5 Polimeraz 0,1 Denatlirasyon 10 sn 98°C

5x Buffer 2 Baglanma 10sn 60-70°C
ileri Primer 0,5 Uzama 60sn  72°C
Geri Primer 0,5 Son Uzama 120sn 72°C
dNTP 0,2 Bitis 00 4°C

H.O 4,2

TOPLAM 10

Sekil 5.2.3: Koloni PCR sonrasi agaroz jel goriintiisii
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5.2.13. Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu i¢in Zymo Plasmid Mini Prep kiti (D4015, Almanya)
kullanilmistir. Artan kopya sayil1 bakteri siispansiyonu 3500 g’de 5 dakika +4 °C’de
santrifiij edilmis, siipernatant (LB besiyeri) atilmistir. Olusan bakteri pelleti, kitte
bulunan 200 pl P1 soliisyonu ile yeniden siispanse edilmistir. Ardindan sirastyla 250
ul P2 ve P3 soliisyonu eklenmis, karisim oda sicakliginda 3 dakika bekletilmistir. Bu
asamay1 buz {izerinde 5 dakikalik inkiibasyon izlemis, sonrasinda 6rnek 16.000 g’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Yikama adimlarinin ardindan karisim kolona aktarilmis ve

11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek plazmid basariyla izole edilmistir.

5.2.14. Restriksiyon enzimleri ile plazmidlerin konfirme edilmesi

pLenti vektoriine insan GPRS88 transkriptinin klonlandigini dogrulamak
amaciyla, izole edilen plazmidler Sall ve Xbal restriksiyon enzimleriyle kesilmistir.
Bu kesim iglemleri i¢in 10X Fast Digestion Soliisyonu (B64, Thermo Scientific, ABD)
kullanilmigtir. Reaksiyon bilesenleri Tablo 5.2.14.1°de ayrintili olarak sunulmaktadir.

Tablo 5.2.14.1: Restriksiyon Reaksiyonu Bilesenleri

Lentiviral Vektor

Uriin (1pg/pl) 5

10x Fast Digest Buffer 2

Sall 0,5
Xball 0,5
dH.0 12
Toplam 20
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Sekil 5.2.4: Restriksiyon enzimleri ile kesilen plazmidlerin agaroz jel goriintiisii

5.2.15. Plazmid sayisimin yiiksek miktarda cogaltilmasi ve izolasyonu

Lentiviriis paketleme isleminden 6nce, onaylanmis plazmidin yiiksek miktarda
elde edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in dogrulanmis plazmitler ve Dharmacon
firmasindan temin edilen sh-GPR88 plazmidleri, yeniden transformasyon yoluyla
kompetan bakterilere aktarilmis ve bakteri kopya sayisi artirilmistir. Ardindan
ZymoPURE Plasmid Midiprep (D4200, Almanya) kiti protokoliine uygun sekilde
uygulanarak yiiksek miktarda plazmid izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole edilen
plazmidlerin konsantrasyonu NanoPhotometer (P300, Implen, Almanya) ile

Olctlmustiir.

Inhibisyonu saglayacak plazmidlerin etkin {iretimi saglanamadigindan,
Dharmacon fizerinden tedarik edilen plazmidler (sh-GPR88 1, sh-GPR88 2, sh-
GPR&88_3) protokole uygun bicimde ¢ogaltilmistir.

5.2.16. Lentiviriislerin paketlenmesi ve iiretimi

Molekiiler klonlama yontemleri ile GPR88 proteininin ifadesi artirilmis ve
Dharmocon firmasindan temin edilen shGPR88 plazmidleri, yiiksek miktarda
cogaltildiktan sonra lentiviriis liretimi i¢in pax ve pmd.2 plazmitleriyle birlikte
paketlenmistir. Lentiviriis paketleme asamasinda Lipofectamine 3000 (L3000001,
Invitrogen, ABD) kullanilmistir. %90-95 yogunluga ulasmis 293T hiicreleri 1,5 ml
tripsin (25200-056, Gibco Thermo Fisher Scientific, ABD) ile besiyerinden ayrilmis
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ve her bir 10 cm’lik hiicre plagma 5,5 x 10° hiicre gelecek sekilde, toplamda 12 ml
Dulbecco's modified medium (DMEM; P04-01158, Pan Biotech, Almanya)
kullanilarak ekim yapilmistir. Hiicreler, bir gece boyunca %5 CO2 igeren 37 °C’deki
Heracell™ 150i hiicre inkiibatoriinde (50116048, Thermo Fisher Scientific, ABD)

inkiibe edilmistir.

Ertesi giin Lipofectamine 3000 ve Opti-MEM (31985062, Thermo Fisher
Scientific, ABD) ile reaksiyon karisimi hazirlanmistir. A tiipiiniin bilesenleri Tablo
5.2.16.1°de, B tiipiiniin bilesenleri ise Tablo 5.2.16.2°de gosterilmistir. A tiipl, B
tiipiiniin i¢ine eklenip karigtirildiktan sonra oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edilmistir. Bu inkiibasyonun ardindan 10 cm’lik plakalar inkiibatérden ¢ikarilmis,
DNA-lipid kompleksi eklenmeden 6nce plakadaki besiyerinin 6 ml’si geri ¢ekilmistir.
DNA-lipid karisimi damla damla plakaya ilave edilerek plakalar yeniden %5 CO2
iceren 37 °C’deki inkiibatérde 6 saat inkiibe edilmistir. Altt saatin sonunda
plakalardaki besiyerinin tamami alinmig ve her birine yeni 12 ml DMEM eklenmistir.
Hiicreler gece boyunca inkiibatorde tutulmustur. 24 saat sonra hiicrelerin transfeksiyon
besiyeri toplanarak 4 °C’de saklanmis, plakalara tekrar 12 ml DMEM eklenmistir.

Yaklasik 52 saat sonra transfeksiyon besiyeri tekrar toplanmistir.

Toplanan tiim transfeksiyon besiyerleri 2000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra 0,45 pm low binding filtrelerden (SLHPO33RS, Merck
Millipore, ABD) gecirilerek hiicre kalintilarindan arindirilmistir. Filtrelenmis besiyeri
ultrasantrifiij tliplerine (344058, Beckman Coulter, ABD) aktarilmis ve 100.000 g’de
2 saat siiren ultrasantrifiij isleminden sonra tiip diplerinde pellete doniisen virlis
partikiilleri, kalsiyum ve magnezyum icermeyen Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline (DPBS; P04-3650, Pan Biotech, Almanya) i¢erisinde ¢6ziilerek kullanima hazir

hale getirilmistir.
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Tablo 5.2.16.1: A tiipii reaksiyon bilesenleri

A Tupu Reaksiyon Bilesenleri Hacim (pl)

Lipofectamin 3000 (L3000) 41,0 pl
Opti- MEM Besiyeri 1.459,0 ul
Toplam 1,5 ul

Tablo 5.2.16.2: B tiipii reaksiyon bilesenleri

B Tupu Reaksiyon Bilegenleri Hacim (ul)

pMD2.G plazmid 7,0 pl (0.5 pg/ pl)
psPAX plazmid 7,0 pul (1.0 pg/ pl)

Lv-GFP veya Lv-GPR88 veya scRNA 7,0 pl (1.0 pg/ pl)
veya shGPR88 plazmidleri

P3000 bileseni 35,0 ul
Opti-MEM Besiyeri 1,444,0 pl
Toplam 1,5l

5.2.17. Primer striatal hiicre Kkiiltiiriiniin yapilmasi

Cam tabanl plakalar 1x Poly-D Lysine kullanilarak kaplandi. Yeni dogan
dekapite edilerek beyni diseke edildi. Beynin striatum bolgesi L15 medium igerisinde
DNAse ve Papain ile muamele edilerek 45 dk enzimatik parcalamaya birakildi.
Enzimatik parcalama sonrasi tritiirasyon ile dokunun iyice parcalanmasi saglandi.

Hiicre sayimi yapilarak plaka basina 25bin hiicre ekimi yapildi.

5.2.18. Lentiviriis titrasyonunun belirlenmesi

Akis Sitometrisi yontemiyle, iiretilen yiiksek miktardaki viriislerin titrasyonu
belirlenmistir. Bu amagla, cam tabanli plakalara ekilmis primer noron hiicreleri
tizerine, dPBS kullanilarak seri diliisyonla hazirlanmis (1:10, 1:100, 1:1000) viriis
¢oOzeltileri eklenmis ve titrasyon ¢alismasi yapilmistir. Bu islem i¢in hiicreler 6nce 800
uL dPBS ile kisa bir yikama islemine tabi tutulmus, ardindan 200 pL %0,25’lik
tripsin/EDTA (25200056, Gibco Thermo Scientific, ABD) eklenerek enzimatik yolla

41



plakadan ayrilmistir. Hiicrelerin enzimatik ayrilmasini takiben, 800 pL hiicre kiiltiirii
ortami eklenerek reaksiyon durdurulmus, hiicreler 500 g’de 5 dakika santrifiij edilerek
pelet elde edilmistir. Elde edilen hiicre peleti, %1 PFA i¢eren dPBS ile fikse edildikten
sonra tekrar santrifiij edilerek dPBS igerisinde siispanse edilmistir. Sonrasinda, BD
Influx Cell sorter Bioprotect IV giivenli kabinli (BD Bioscience) akis sitometrisi cihazi
kullanilarak GFP ve RFP pozitif hiicre oranlar1 analiz edilmis ve viriisiin titrasyonu

hesaplanmaistir.

5.2.18.1. Protein izolasyonu, konsantrasyonlarimin oélciilmesi ve orneklerinin

hazirlanmasi

Hiicrelere lizis soliisyonu (1 M Tris-HCI, 5 M NaCl, Triton-X-100, 0,5 M
EDTA, proteaz inhibitér kokteyli; 20-201, Millipore, ABD) eklenerek ornekler
homojenize edilmistir. Ardindan, 6rnekler buz tizerinde 20 dakika inkiibe edildikten
sonra 14.000 rpm’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatant

(iist faz) pelletlerden ayrilarak ayri alikotlar halinde saklanmistir.

Protein konsantrasyonlar1 Qubit® Protein Calisma Kiti (Q33211; Invitrogen,
ABD) yardimiyla Qubit Fluorometer (Q32866; Invitrogen, ABD) cihazinda
ol¢iilmiistiir. Olgiimlere gore drnek konsantrasyonlari esitlenmis, 20 pg/10 pl miktarda
protein olacak sekilde hesaplanarak 2X Laemmli buffer (161-0737; Bio-Rad, ABD)
ile kanstirtlmistir. Karisim 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra hemen +4

°C’deki kirik buz iizerinde sogutularak islem tamamlanmustir.

5.2.18.2. Western Blot

Ornekler, Any kD™ Mini-PROTEAN jel (456-9036, Bio-Rad, ABD)
kuyucuklarina 20 pg/10 pl olacak sekilde yiiklendikten sonra 6nce 50 V’de 5 dakika,
ardindan 100 V’de 1 saat, son olarak 150 V’de 1 saat siireyle elektroforez
uygulanmistir. Daha sonra Bio-Rad Transblot Turbo sistemi ve RTA Mini PVDF
Transfer Kiti (170-4272; Bio-Rad, ABD) kullanilarak jel iizerindeki proteinler PVDF
membranlara aktarilmistir. Membranlar, tris tamponlu salin-Triton-X-100 (TBS-T)

icerisinde hazirlanmis %5 yagsiz siit tozu ¢ozeltisinde (sc-2325; ChemCruz, ABD) 1
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saat bloke edilmistir. Bloklamanin ardindan membranlar +4 °C’de gece boyunca
bloklama ¢ozeltisi iginde seyreltilen primer antikor (GPR88, PA3-044, Thermo Fisher)
ile inkiibe edilmistir. Ertesi giin membranlar TBS-T ile {i¢ kez 5’er dakika yikanmus,
ardindan bloklama soliisyonu icerisinde hazirlanan sekonder antikor eklenerek oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Bantlarin gorsellestirilmesi i¢in Clarity™
Western ECL Substrate (1705060, Bio-Rad, ABD) uygulanmis ve sonuglar ChemiDoc
MP (Bio-Rad) goriintiileme sistemi ile kaydedilmistir.

5.3. Lentiviriislerin Beyin I¢ci Enjeksiyon Yontemi ile Farelere Verilmesi

C57/BI6 tiirti erkek farelere, intraperitoneal olarak 400 mg/kg kloral hidrat
(23100; Sigma-Aldrich, ABD) uygulanarak anestezi saglanmistir. Anestezi altindaki
fareler, sterotaksik tabla (502300, WPI, ABD) {izerine sabitlenmistir. Serebral iskemi
modeli olusturulacak olan sol hemisferin striatum bolgesine, belirlenen koordinatlar
(bregma: 0, lateral: -2.5 mm, derinlik: 2.5 mm) dogrultusunda hamilton enjektorii
(Hamilton, Microliter, #701) ve mikro pompa (Micro4, WPI, ABD) kullanilarak, proje
kapsaminda tiretilen lentiviriisler (2.3 x 107 viriis partikiilii, 3 pl 0.1 M PBS i¢inde)
750 nl/dk hizinda enjekte edilmistir.

Sekil 5.3.1: Viriislerin beyin i¢i enjeksiyon yontemi ile striatuma verilmesi. A.
Striatum koordinatlarindan kafatast delinmis fareye beyin icin enjeksiyonun

uygulanigi. B. Sterotaksik tablaya yerlestirilmis fare.
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5.4. Orta Serebral Arter Tikama Metodu (MCAO)

Yetigkin 8-12 haftalik C57BL/6j fareler, %30 O2 ve geri kalan N20 igeren gaz
karisimi ile %2 izofluran kullanilarak anestezi altina alinmistir. Deney boyunca,
hayvanlarin viicut sicakliklart diizenli olarak 6l¢iilmiis ve geri bildirim mekanizmasina
sahip bir 1sitic1 (507221F, Harvard Apparatus, ABD) ile 36,5-37,0 °C arasinda sabit
tutulmustur. Orta serebral arter tikanmasi sirasinda, serebral kan akimi ve sonrasindaki
reperfiizyon, kafatasinda orta serebral arter bolgesine (Bregma: posterior 2 mm, lateral
6 mm) yapistirilan esnek 0.5 mm fiber-optik kablo (PROBE 418-1, Perimed, Isveg) ile
laser doppler flowmetri (LDF) (PeriFlux Sistem 5000, Perimed, Isve¢) kullanilarak

izlenmistir.

Fokal iskemi intraluminal filament yontemi ile indiiklenmistir. Bu islemde,
boyun bolgesine orta hattan kesi yapilarak cilt agilmis ve tiikiiriik bezleri iki yana
ayrilmigtir. Kommon karotid arter ve eksternal karotid arter izole edilip baglanmustir.
Internal karotid arter, mikrovascular klips (FD562R, Aesculap, Almanya) ile gegcici
olarak kapatildiktan sonra, kommon karotid arter iizerine kesi yapilmis ve 185-190 um
kalinliginda silikon kapli naylon monofilament 7-0 (P0812, Dogsan, Tiirkiye) damar
icine yerlestirilmistir. Filament, internal karotid arterdeki klipse kadar ilerletilmis ve
klips kaldirildiktan sonra yaklasik 9 mm mesafe boyunca, bifurkasyondan itibaren
diren¢ hissedilene kadar itilmistir. Beyin kan akimindaki anlik diislis, iskemi

olusturuldugunu dogrulamak i¢in kaydedilmistir.
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Sekil 5.4.1: Lazer Doppler Akis (LDF) kaydi. A. OSA girsinin tikanmasini gosteren
grafik. B. Iskemi sonrasi reperfiizyon grafigi. C. OSA tikanmasi modelinde tiim zaman

segmentlerini gosteren grafik.

Iskemik siire¢, 60 dakika (48 saat reperfiizyon) veya 30 dakika (72 saat
reperfiizyon) olarak uygulanmistir. Siire tamamlandiktan sonra filament ¢ikarilarak
iskemi sonlandirilmistir. Reperfiizyonun goézlemlenebilmesi igin, 60 dakika iskemi
sonras1 20 dakika ve 30 dakika iskemi sonras1 15 dakika daha LDF kaydi alinmigstir.
Tiim islemler tamamlandiktan sonra, hayvanlarin boynu 5-0 ipek ip (S2185, Dogsan,

Tirkiye) ile dikilmis ve hayvanlar kendi kafeslerine yerlestirilmistir.

5.5. Davrams Deneyleri

MCAQO ile olusturulan serebral iskemi modeli, ndrolojik fonksiyonlardaki
degisikliklerin degerlendirilmesi i¢in ¢esitli davranis testleriyle analiz edilmektedir.
Bu calismada, acik alan testi kullanilarak lokomotor aktivite ve buna baglh

parametreler incelenmistir. Agik alan testi hem néromotor hem de duygusal durumun
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degerlendirilmesine olanak taniyan bir yontem olarak, serebral iskemi sonrasi
farelerde motor becerilerin yan sira kesif davranisi, aktivite diizeyi ve anksiyete
benzeri davraniglar1 degerlendirmek i¢in uygulanmistir. Test sirasinda farelerin
hareket mesafesi, hiz, duragan kalma siiresi ve bdlge tercihi gibi parametreler

kaydedilmistir.

5.5.1. Acik Alan Testi

Acgik alan 100 cm capinda yuvarlak bir arenadir. Gri boyal1 bir zemin ile
kaplidir. Platformu 35 cm yiiksekliginde gri polipropilenden yapilmis bir yan duvar
cevrelemektedir. Spontan lokomotor aktiviteyi ve kesif davranisini dlgmeye izin
vermektedir. Arena, bir dig duvar bolgesi, bir ara gegis bolgesi ve bir i¢ bolge olmak
tizere li¢ boliime ayrilmistir. Her fare, merkez noktaya yakin bir noktada serbest
birakildi ve 10 dakika boyunca gozlemlendi. Hayvanlarin kat ettigi yollar bir
elektronik goriintiileme sistemi (Anymaze Version 4.99, Stoelting, ABD) ile izlendi
ve kaydedildi.

Sekil 5.5.1: Acik alan testi i¢in kullanilan deney diizenegi.
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5.6. Norolojik Skorlama

MCAO modeli ile olusturulan serebral iskemi sonrasi nérolojik fonksiyon
kaybinin degerlendirilmesinde objektif ve kantitatif yontemler olarak norolojik
skorlama testleri kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, Bederson skoru, modifiye edilmis
Garcia testi ve modifiye edilmis Modo testi uygulanmaistir.

5.6.1. Bederson norolojik skoru

Norolojik durum degerlendirmesi, 60 dakika MCAQ uygulanmasini takiben 48
saatlik reperfiizyon siiresi sonunda, asagidaki puanlama sistemi kullanilarak

yapilmistir:
0: Normal motor fonksiyonlar.
1: Hayvan kuyrugundan kaldirildiginda gévde ve kars1 taraftaki 6n ayagin fleksiyonu.

2: Hareket sirasinda karsi tarafa dogru donme, ancak dinlenme sirasinda normal postiir

korunmasi.
3: Dinlenme sirasinda kars1 tarafa dogru yaslanma.
4: Spontan motor aktivite kaybi.

5: Herhangi bir hareketin olmamasi.

5.6.2. Modifiye edilmis Garcia norolojik skorlamasi

Norolojik skorlama 60 dakika MCAO ve 48 saat reperflizyon sonrasi
hayvanlarin norolojik durumlart spontan etkinlik, dort uzuv hareketinde simetri, 6n

pati uzatma ve viicut propriosepsiyonuna gore degerlendirildi.

5.6.2.1. Spontan etkinlik

Hayvan normal ortaminda (kafes) 5 dakika boyunca gozlendi. Farenin
aktivitesi, kafesin dort duvarina da yaklagma yetenegi ile degerlendirildi. Puanlar
sunlar1 gosterir: 3, fare hareket etti, ¢evreyi kesfetti ve kafesin en az ii¢c duvarina
yaklasti; 2'de, hafifge etkilenmis fare kafeste hareket etti ama her tarafa yaklasmadi ve

hareket etmekte tereddiit etti, ancak sonunda kafesin en az bir {ist kenarina ulasti; 1,
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ciddi sekilde etkilenmis fare hi¢ kalkmadi ve kafeste zar zor hareket etti ve 0, fare hig¢

hareket etmedi.

5.6.2.2. Dort uzvun hareketinde simetri

Fare, dort uzvun hareketindeki simetriyi gozlemlemek icin kuyrugundan
havada tutuldu. Puanlar sunlar1 gosterir: 3, dort uzuv da simetrik olarak uzatilmis; 2,
sol taraftaki uzuvlar sagdakilerden daha az veya daha yavas uzadi; 1, sol taraftaki

uzuvlar minimal hareket gosterdi ve 0, sol taraftaki 6n ayak hi¢ hareket etmedi.

5.6.2.3. On pati uzatma

Fare masanin kenarina getirildi ve kuyrugundan tutularak 6n ayaklari iizerinde
yiirtimesi saglandi. Sigan masaya ulasirken ve arka ayaklar havada tutulurken her iki
On ayagin uzanmasinda simetri gézlendi. Puanlar sunlar1 gdsterir: 3, her iki 6n ayak da
uzanmisti ve fare On patiler tizerinde simetrik olarak ytiriidii; 2, sol taraf saga gore daha
az uzanmis ve On pati ylirliylisii bozulmus; 1, sol 6n ayak minimal olarak hareket etti

ve 0, sol 6n ayak hareket etmedi.

5.6.2.4. Viicut propriosepsiyon

Farenin viicudunun her iki yanina kiint bir ¢ubukla dokunuldu ve uyarana
verilen tepki gozlemlendi. Puanlar asagidakileri gosterir: 3, fare basini ¢evirerek tepki
verdi ve her iki taraftaki uyaran karsisinda esit derecede irkildi; 2, fare sol taraftaki

uyarana yavas tepki verdi ve 1, fare sol tarafa yerlestirilen uyarana tepki vermedi.

5.6.3. Modifiye edilmis Modo norolojik testi

Norolojik skorlama 60 dakika MCAO ve 48 saat reperflizyon sonrasi
hayvanlarin nérolojik durumlart spontan motilite, dogrulma refleksi ve kavrama

refleksine gore degerlendirildi.

5.6.3.1. Spontan motilite

Hayvan tanidik bir ortamda bos bir yiizeye konur ve hareket etmesi ve ¢evreyi
kesfetmesi beklenir. Hayvan 10 s sonra bu davranisi baslatmazsa, spontan motilitede

bozulma oldugu kabul edilir.
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5.6.3.2. Dogrulma refleksi

Hayvan, elinde sirtiistii pozisyonda tutulur. Hayvan kendiliginden doner ve
dogal pozisyonuna ddnerse, dogrultma refleksi saglamdir. Ancak hayvan donmezse,

dogrultma refleksini kaybeder.

5.6.3.3. Kavrama refleksi

Her bir uzvun altina bir ¢ubuk yerlestirilir ve hayvanin ¢ubugu her iki 6n

patisiyle ayn1 anda tutmasi beklenir.

5.7. Cryostat Cihazi ile Beyin Kesimi

30 veya 60 dakika OSA tikanmasinin ardindan sirasiyla 72 saat veya 48 saat
reperflizyon uygulanan fareler, yiliksek doz izofluran anestezisi altinda sakrifiye
edilmistir. Beyinler hizla ¢ikarilarak kuru buz tlizerinde dondurulmus ve Cryostat

(CM1950, Leica, Almanya) kullanilarak kesitler hazirlanmistir.

30 dakika MCAO uygulanan farelerin beyinlerinden, immiinfloresan boyama
i¢in striatum seviyesinden (Bregma 0) 20 um kalinliginda kesitler alinmis ve pozitif
yiiklii lamlar {izerine yerlestirilmistir. 60 dakika MCAOQ sonras1 48 saat reperfiizyon
yapilan farelerin beyinlerinden ise histokimyasal boyama amaciyla, bregmadan 2 mm

kaudal ve 2 mm rostral olacak sekilde 2 mm araliklarla kesitler hazirlanmigtir.
5.8. Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Boyamalar

5.8.1. Cresyl violet boyamasi, hasar hacmi ve beyin 6demi hesaplanmasi

Hasar hacmi ve beyin Odemini degerlendirmek amaciyla cresyl violet
boyamasi uygulanmistir. 60 dakika MCAOQO ardindan 48 saat reperfiizyon ve 30 dakika
MCAOQ ardindan 72 saat reperfiizyon protokolii uygulanan fareler, izofluran anestezisi
altinda bayiltilarak dekapite edilmistir. Beyinler c¢ikarilip kuru buz {izerinde
dondurulduktan sonra, cryostat kullanilarak 20 pm kalinhiginda koronal kesitler

hazirlanmistir.

60 dakika MCAO uygulanan farelerin beyinlerinden, birbirine esit 2 mm
mesafede bulunan dort farkli bolgeden (bregma +2.0, 0.0, -2.0 ve -4.0) kesitler

almmistir. Hazirlanan kesitler, 40°C sicakliga ayarlanmis 1sitic1 tabla (HP-LP1,
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WiseTherm, Almanya) iizerinde pozitif yiiklii lamlar (Isoterm, Almanya) {izerine
yerlestirilmis ve yaklasik 30 dakika daha tabla iizerinde bekletilerek lam iizerine

sabitlenmistir.

Cresyl violet boyamasi, standart histolojik boyama protokoliine uygun olarak
gergeklestirilmistir. Kesitler once %4 paraformaldehit (PFA, 158127, Sigma Aldrich,
ABD) ile fikse edilmis ve ardindan 0.1 M fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanmustir.
Yikama islemini takiben kesitler cresyl violet ile boyanmus, yiikselen alkol serilerinden
gecirilmis ve son olarak ksilen (534056, Sigma Aldrich, ABD) ile islenip entellan
(1.079.610.500, Merck Millipore, ABD) ile kapatilmistir.

60 dakika MCAO ve 48 saat reperfiizyon sonrasi cresyl violet ile boyanan
kesitler taranmis ve Image J yazilimi (National Institute of Health, Bethesda, MD,

USA) kullanilarak hasar hacmi ve 6dem analizleri yapilmustir.

5.8.2. DNA fragmantasyon analizi

DNA kiriklariin tespiti ve dl¢limii i¢in Terminal Transferase Biotinylated-
dUTP Nick End Labeling (TUNEL, 11684795910, Roche, ABD) kiti kullanilmastir.
30 dakika MCAOQ ve 72 saat reperfiizyon uygulanan hayvanlarin beyin kesitleri, dnce
%4 PFA ile fikse edilmis, ardindan 0.1 M PBS ile yikanmigtir. Antijen geri kazanimi
sitrat kullanilarak saglanmis ve bloklama islemi normal ke¢i serumu (NGS, G9023,
Sigma Aldrich, ABD) ile gergeklestirilmistir. Daha sonra kesitler TUNEL karisimu ile
reaksiyona sokulmus ve hiicre ¢ekirdeklerinin gorsellestirilmesi i¢in 4',6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI, D9542, Sigma Aldrich, ABD) ile boyanmustir.

Boyanmis kesitlerdeki TUNEL pozitif hiicreler, striatum bolgesinde rastgele
secilen 62.500 um?1ik 9 farkli alanda sayilmigstir.

5.8.3. Noronal sagkalim analizi

30 dakika MCAO 72 saat reperfiizyon yapilan hayvanlardan alinan beyin
kesitleri 15 dakika %4 PFA ile fikse edilip, 0.1 M PBS ile yikanmistir, bloklama NGS
ile yapildiktan sonra oda sicakligin 1 saat NeuN primer antikoruyla (MAB377c3,
Millipore, ABD) inkiibe edilmistir. Kesitler daha sonra 0.1 M PBS ile yikand1 ve son

olarak hiicre ¢ekirdeklerini goriintiileyebilmek icin DAPI ile boyanmistir. Boyanan
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kesitlerdeki NeuN pozitif hiicreler, striatum bolgesinden rastgele secilen 62.500 pm?2

alanindaki 9 bolgede sayilmstir.

5.8.4. immunoglobulin G Boyamasi

Immiinoglobulin (IgG) boyamas: igin Vectostain Elite ABC HRP Reagent,
R.T.U. (pk-7100, Vector Laboratories, ABD) kiti kullanilmigtir. 60 dakika OSA
tikanmas1 sonrast 48 saatlik reperflizyon uygulanan farelerden alinan striatum
diizeyindeki koronal kesitler, 6nce %4 PFA ile 15 dakika siireyle fikse edilmistir.
Ardindan, PFA'nin uzaklastirilmasi igin kesitler 0.1 M PBS ile ¢alkalayici tizerinde 3
kez, her biri 5 dakika siireyle yikanmustir. Ornekler, %0.3 H202 igeren metanol
icerisinde 30 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra tekrar 0.1 M PBS
ile galkalayicida 3 kez, 5 dakika siireyle yikanmistir. Bloklama islemi, oda sicakliginda
normal at serumu (NHS, Vectostain) ile 10 dakika boyunca gerceklestirilmistir.
Bloklamadan sonra, 6rnekler 0.1 M PBS ile 5 dakika yikanmis ve biyotinlenmis ikincil
antikor eklenerek galkalayici iizerinde 10 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda &rnekler tekrar 0.1 M PBS ile 5 dakika siireyle yikanmistir. Ornekler,
streptavidin/peroksidaz kompleksi ile 5 dakika boyunca islem goérmiis ve ardindan
yine 0.1 M PBS ile 5 dakika yikanmistir. DAB substrat soliisyonu, kit talimatlarina
uygun sekilde hazirlanmistir: 2.5 ml dH20 igerisine 1 damla stok tampon soliisyonu,
2 damla DAB stok soliisyonu ve 1 damla H202 eklenip karistirilmistir. Hazirlanan
DAB substrat soliisyonu, Orneklerin iizerine uygulanarak reaksiyon baslatilmis ve
yaklagik 90 saniye sonra soguk 0.1 M PBS ile reaksiyon durdurulmustur. Islem
tamamlandiktan sonra, 6rnekler sulu ortam birlestirici (F4680, Sigma Aldrich, ABD)

kullanilarak lamellerle kapatilmigtir.

5.9. istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde SPSS (siiriim 22; SPSS Inc., Chicago, ABD) yazilimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Veriler analiz edilirken GPR88’in asir1 ifadesi
tanimlayan grup (Lv-GFP ve Lv-GPR88) kendi arasinda, inhibisyonunu tanimlayan
grup (scRNA ve sh-GPR88) kendi arasinda degerlendirilmistir. Basiklik ve ¢arpiklik
degerlerinin -1.5 ile +1.5 arasinda olmasi, verilerin normal dagilim gosterdigi seklinde

kabul edilmistir (48). Kategorik degerler i¢in Mann-Whitney U testi kullanilirken
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sayisal degerler i¢in Bagimsiz Orneklem T-Testi kullanilmigtir. Farkli parametrelerin

karsilikli iligkilerini 6lgmek adina korelasyon analizi yapilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Molekiiler Calismalar

6.1.1. Asir1 ekspresyon bulgulari

Lentiviral vektorlerin kullanimiyla gerceklestirilen GPR88 asir1 ekspresyonu,
hem HeLa hiicre hattin1 enfekte etmesiyle hem de fare beynine yapilan enjeksiyonlarin
ardindan basarili bir sekilde dogrulanmistir. Lentiviral vektorlerin etkinligi, GFP
pozitif hiicrelerin  dagilimin1  inceleyen floresan mikroskopi analizleriyle
kanitlanmistir; bu analizler, vektorlerin hedef dokuda spesifik olarak lokalize
oldugunu gostermistir. Molekiiler diizeyde, PCR ile GPR88 geninin kodlama
bolgesinin basarilt bir sekilde amplifiye edildigi ve bu genin lentiviral vektorler

araciligiyla tasindiginin dogrulandigi belirlenmistir.

Sekil 6.1.1: GPRS88 asir1 ifade (overexpression) grubunda GPRS88 protein
lokalizasyonu ve hiicresel goriiniimii. (A) Hiicre kiiltiirii ortaminda GPR88’in asir1
ekspresyonunu gosteren floresan mikroskop goriintiisii. Yesil floresan protein (GFP)
pozitif hiicreler, lentiviral vektor araciligiyla GPR88’in basarili bir sekilde asir1 ifade
edildigini gostermektedir. (B) Fare striatumunda GPR88’in lokalizasyonunu gdsteren

in vivo floresan mikroskop goriintiisii. GFP pozitif bdlgeler, GPR88’in lentiviral
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vektor araciligiyla striatuma hedefli olarak tasindigimi ve lokalize oldugunu

gostermektedir.

Western blot yontemi ile GPR88 proteininin kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigini gostermistir (p=0.002) (Sekil 6.1.2).
Ozellikle striatum bolgesinde gozlenen bu artis, lentiviral vektdrlerin hem hiicresel

hem de dokusal diizeyde yiiksek bir etkinlik sergiledigini ortaya koymustur.

GPRS88 Protein Seviyesi Degisimi
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Sekil 6.1.2: GPRS88 asir1 ekspresyonunun GPR88 protein seviyeleri lizerindeki etkisi
(*p<0.05, ** p<0.01).

6.1.2. Baskilama bulgular

GPR&S protein diizeyini azaltmak icin temin edilen ticari kit i¢inde {i¢ farkl
plazmid bulunmaktadir. Bu plazmidlerden hangisinin istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde GPR88 protein diizeyini azalttig1 incelenmistir.

GPRS88 geninin inhibisyonu i¢in kullanilan shRNA lentiviral vektorleri, hedef
dokularda etkili bir gen susturma sagladigini gdstermistir. RFP pozitif hiicreler
tizerinden yapilan floresan mikroskopi analizleri, lentiviral vektorlerin basarili bir
sekilde dokulara ulagtigin1 ve gen inhibisyonunun hedef bolgelerde spesifik olarak

gerceklestigini dogrulamistir.
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Sekil 6.1.3: GPR88 inhibisyon grubunda GPR88 protein ekspresyonu ve
lokalizasyonu. (A) Hiicre kiiltiirii ortaminda GPR88’in inhibisyonunu gosteren
floresan mikroskop goriintiisii. Kirmiz1 floresan protein (RFP) pozitif hiicreler,
lentiviral ~vektor araciligiyla GPRS88’in etkili bir sekilde baskilandigini
gostermektedir. (B) Fare striatumunda GPRS88 ekspresyonunun baskilanmasini
gosteren in vivo floresan mikroskop goriintiisii. RFP pozitif bolgeler, lentiviral vektor
araciligiyla GPRS88’in striatumda basarili sekilde inhibe edildigini ortaya
koymaktadir.

GPR&8S protein diizeyini azaltmak i¢in temin edilen ticari kit i¢inde {i¢ farkl
plazmid bulunmaktadir. Bu plazmidlerden hangisinin istatistiksel olarak anlaml bir
sekilde GPR88 protein diizeyini azalttig1 incelenmistir. En yiiksek verimlilige sahip
plazmidi se¢mek i¢in HeLa hiicre hattina transfeksiyon yapildiktan sonra hiicreler
topland1 ve Western blot yontemi ile bu hiicrelerde GPR88 protein seviyeleri incelendi.
Uclii gliserol stokundaki GPR88 proteinine dzgii shRNA plazmidleri sh\GPR88-1,
shGPR88-1-2 ve shGPR88-1-3 olarak adlandirilmigtir. Bu plazmidlerden iiretilen
virlisler HeLa hiicre hattina uygulandiktan sonra enfekte olan hiicrelerde GPR8S8
protein diizeyi Western blot yontemiyle belirlenmistir. Gruplar arasi istatistiksel
degerlendirmelerde {i¢ plazmidin de istatistiksel olarak 6nemli bir diizeyde (p<0.05)
GPRS88 protein seviyesini azalttigi gozlemlenmistir. Ancak en biiylik azalma

ShGPR88-1 plazmid grubunda gézlemlenmistir (p=0.000). Bu bilgiler dogrultusunda
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projenin diger tiim boliimlerinde shGPR88-1 plazmidinin GPR88 protein inhibisyonu

amaciyla kullanilacagi belirlenmistir.

GPR88 Protein Seviyesi Degisimi
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Sekil 6.1.4: GPR88 inhibisyonuna yonelik shRNA’larin GPR88 protein seviyeleri
tizerindeki etkisi (*p<0.05, ** p<0.01).

6.2. GPR88’in Serebral Kan Akimi Uzerindeki Etkileri

GPR88 proteinin ekspresyonunda yapilan degisikliklerin akut etkilerini
incelemek amaci ile 30 dakika ve 60 dakika MCAO modeli farelere uygulanmistir.
MCAQO ve reperfiizyon sirasinda serebral kan akis1 Lazer Doppler Akis Olgiimii (LDF)
ile izlenmistir. Bunun igin, 0,5 mm'lik esnek bir fiber optik prob (Perimed, Isve¢) MCA
bolgesinin lizerindeki saglam kafatasina (AP: +2 mm ve ML: bregmadan +6 mm) doku

yapistiricist ile tutturulmustur.

Kan akisinin hem 60 (Sekil 6.2.1) hem de 30 dakikalik (Sekil 6.2.2) iskemi i¢in
MCAQO baslatilmasindan hemen sonra ortalama yilizde 80’den fazla diisiis yasandigi
kayda alinmistir. Bu diisiis, her bir deney grubu i¢in 60 veya 30 dakikanin sonunda
filament c¢ikarilana kadar gozlemlenmistir. Filamentin ¢ekilip, reperflizyonun

baslatilmasiyla dakikalar i¢cinde beyne kan akisinin yeniden saglandigi gosterilmistir.
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Sekil 6.2.1: 60 dakika MCAO modelinde Lazer Doppler akis grafikleri ile serebral kan
akimi degerlendirmesi. (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu
(Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu
(ScCRNA) karsilastirmasi.

Farelerin beyin kan akimlari analiz edildiginde, 60 dakika MCAO modeli
uygulanan hem GPRS88 protein ifadesi artirilmis (Sekil 6.2.1.A) hem de baskilanmis
(Sekil 6.2.1.B) gruplarda LDF degerlerine bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

fark goriilmemistir.
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Sekil 6.2.2: 30 dakika MCAO modelinde Lazer Doppler akis grafikleri ile serebral kan
akimi degerlendirmesi. (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu
(Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu
(scCRNA) karsilastirmasi.

Farelerin beyin kan akimlar1 analiz edildiginde, 30 dakika MCAO modeli uygulanan
hem GPRS88 protein ifadesi artirllmig (Sekil 6.2.2.A) hem de baskilanmis (Sekil
6.2.2.B) gruplarda LDF degerlerine bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p>0.05).
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6.3. GPR88’in Serebral iskemi Modelinde Norolojik Etkileri

6.3.1. 60 dakika MCAO modelinde GPR88’in norolojik etkileri

GPR88’in akut donemde etkisinin arastirilmasi i¢in indiiklenen 60 dakika
MCAOQO modelinde hayvanlarin norlojik durumlar1 Bederson testi, modifiye edilmis

Garcia testi ve modifiye edilmis Modo testi uygulanarak belirlenmistir.

6.3.1.1. Bederson nérolojik skorlamast

Farelerde Bederson skorlamasi 5 seviye {iizerinden gerceklestirilmistir.
Sakrifikasyon Oncesinde alinan skorlar hayvanlarin nérolojik durumlarini gosteren

Oonemli bir parametre olarak kabul edilmistir.
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Sekil 6.3.1: Bederson nérolojik skorlarinin degerlendirilmesi (60 dakika MCAO
modeli). (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-GFP)
karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu (SCRNA)

karsilastirmasi.

Elde edilen bulgularda GPR88’in asir1 ifadesinde bir miktar skor diigse de
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05) (Sekil 6.3.1.A). Ayrica
GPR88’in baskilandig1 grup i¢in elde edelinde verilerde ndrolojik etkilerde kotiiye
gidis gozlemse de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p>0.05) (Sekil
6.3.1.B).

6.3.1.2. Modifiye edilmis Garcia Skorlamast

Modifiye edilmis Garcia testi sonuglari, 60 dakika MCAO sonrasi norolojik
fonksiyonlarin degerlendirilmesinde Onemli veriler saglamistir. Test kapsaminda

Olclilen spontan aktivite, dort uzvun hareket simetrisi, 6n pati uzatma ve viicut
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propriosepsiyonu gibi parametreler arasinda, kontrol gruplar ile karsilastirildiginda

deney gruplarinda belirgin farkliliklar gozlenmistir.
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Sekil 6.3.2: Modifiye edilmis Garcia testi ile norolojik fonksiyon degerlendirmesi (60
dakika MCAO modeli). (A) GPRS88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu
(Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu
(scRNA) karsilastirmasi (*p<0.05, ** p<0.01).

GPRS88'in ekspresyonunun artirildigi gruplarda nérolojik skorlarin anlamli
sekilde iyilestigi (p=0.030) (Sekil 6.3.2.A), buna karsilik inhibisyon gruplarinda
norolojik fonksiyon kaybimin belirgin oldugu ancak istatistiksel olarak fark
bulunamadigi tespit edilmistir (p>0.05) (Sekil 6.3.2.B).
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Sekil 6.3.3: Bederson skoru ve modifiye Garcia testi skorlari arasindaki korelasyon
analizi (60 dakika MCAO modeli). GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol
grubu (Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol
grubu (scRNA) karsilagtirmasi.

Modifiye edilmis Garcia testi ile Bederson skorlar1 arasinda yapilan korelasyon
analizi, iki yontemin ndrolojik fonksiyon bozukluklarini degerlendirmede yiiksek bir

paralellik gosterdigini ortaya koymustur. Analiz sonuglari, modifiye edilmis Garcia
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testi puanlar1 ile Bederson skorlari arasinda hem GPR88’in ifadesinin arttirildig:
grupta (R?=0.81, p=0.000) (Sekil 6.3.3.A), hem de baskilandig1 grupta (R?=0.84,
p=0.000) (Sekil 6.3.3.B) anlaml1 ve ters yonlii bir iliski oldugunu gostermistir.

6.3.1.3. Modifiye edilmis Modo Skorlamast

Modifiye edilmis Modo testi sonuglari, 60 dakika MCAO sonrasi norolojik
fonksiyon kayiplarinin degerlendirilmesinde onemli bir Olgiit saglamistir. Testte
degerlendirilen spontan motilite, dogrulma refleksi ve kavrama refleksi parametreleri
arasinda, GPR88'in ekspresyon diizeyine bagli olarak anlamli farkliliklar tespit

edilmistir.

Lv-GFP Lv-GPRE8 scRNA sh-GPRAES

Sekil 6.3.4: Modifiye edilmis Modo testi ile motor fonksiyon degerlendirmesi (60
dakika MCAO modeli). (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu
(Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu
(scRNA) karsilastirmasi.

GPR88 ekspresyonunun artirildigi gruplarda reflekslerin daha iyi korundugu
ve spontan motilitenin iyilestigi gozlenirken istatistiksel olarak fark bulunamamaistir
(p>0.05) (Sekil 6.3.4.A). GPRS88 inhibisyonu yapilan gruplarda bu fonksiyonlarin
belirgin sekilde bozuldugu gozlemlense de istatistiksel olarak bir fark saptanamamistir

(p>0.05) (Sekil 6.3.4.B).
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Sekil 6.3.5: Bederson skoru ve modifiye Modo testi skorlar1 arasindaki korelasyon
analizi (60 dakika MCAO modeli). (A) GPRS88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve
kontrol grubu (Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve
kontrol grubu (scRNA) karsilastirmas.

Modifiye edilmis Modo testi ile Bederson skorlar1 arasinda yapilan korelasyon
analizi, iki yontemin ndrolojik fonksiyon bozukluklarini degerlendirmede yiiksek bir
paralellik gosterdigini ortaya koymustur. Analiz sonuglari, modifiye edilmis Modo
testi puanlar ile Bederson skorlari arasinda hem GPRS88’in ifadesinin arttirildigi
grupta (R?=0.83, p=0.000) (Sekil 6.3.5.A), hem de baskilandig1 grupta (R?=0.45,
p=0.000) (Sekil 6.3.5.B) anlamli ve ters yonlii bir iliski oldugunu gostermistir.

6.3.1.4. Modifiye edilmis Toplam skorlama

Caligmamizda, norolojik fonksiyon kayiplarimin daha kapsamli bir sekilde
degerlendirilmesi i¢in modifiye edilmis Garcia skoru ve modifiye edilmis Modo skoru
birlestirilerek total skor hesaplanmistir. Bu yaklagim, her iki testin farkli parametreleri
degerlendirmesi sayesinde, motor becerilerden spontan aktiviteye, reflekslerden
proprioseptif yanitlara kadar genis bir norolojik fonksiyon yelpazesini kapsayarak

daha kapsamli bir analiz saglamistir.
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Sekil 6.3.6: Modifiye edilmis Toplam skor ile motor fonksiyon degerlendirmesi (60
dakika MCAO modeli). (A) GPRS88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu
(Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu
(ScCRNA) karsilastirmasi (*p<0.05, ** p<0.01).

GPR88'in ekspresyonunun artirildigi gruplarda norolojik skorlarin anlaml
sekilde iyilestigi (p=0.040) (Sekil 6.3.6.A), buna karsilik inhibisyon gruplarinda
norolojik fonksiyon kaybinin belirgin oldugu ancak istatistiksel olarak fark

bulunamadigi tespit edilmistir (p>0.05) (Sekil 6.3.6.B).
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Sekil 6.3.7: Bederson skoru ve modifiye edilmis Toplam Skor arasindaki korelasyon
analizi (60 dakika MCAO modeli). (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve
kontrol grubu (Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve
kontrol grubu (scRNA) karsilagtirmas.

Modifiye edilmis Toplam skor ile Bederson skorlari arasinda yapilan
korelasyon analizi, iki yontemin norolojik fonksiyon bozukluklarini1 degerlendirmede
yiiksek bir paralellik gosterdigini ortaya koymustur. Analiz sonuglari incelendiginde
modifiye edilmis Garcia ve Modo skorlarinin birlestirilmesiyle elde edilen toplam

skorun Bederson skorlar1 arasinda hem GPR88’in ifadesinin arttirildigr grupta
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(R?=0.85, p=0.000) (Sekil 6.3.7.A), hem de baskilandig1 grupta (R?=0.80, p=0.000)
(Sekil 6.3.7.B) anlamli ve ters yonlii bir iligki oldugunu gdstermistir.

6.3.2. 30 dakika MCAO modelinde GPR88’in Norolojik Etkileri

6.3.2.1. Alinan mesafe iizerine etkisi

Acik alan testinde, 30 dakika MCAO modelini takiben 72 saat reperfiizyon

uygulanan farelerin toplam hareket mesafeleri degerlendirilmistir.
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Sekil 6.3.8: A¢ik alan testinde pre-operatif (Pre-OP) ve post-operatif (Post-OP) toplam
mesafe degerlendirmesi (30 dakika MCAO modeli) (*p<0.05, ** p<0.01). (A) GPR88
agir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88
baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu (SCRNA) karsilastirmasi.

GPRS88 asir1 ifade grubunda, kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde daha uzun
bir mesafe kat edildigi gézlemlenmistir (p=0.040) (Sekil 6.3.8.A). Bu bulgu, GPR88'in
serebral iskemi sonrast motor aktiviteyi ve kesif davranmisim1 destekledigine isaret
etmektedir. Ote yandan, GPR88 baskilama grubunda, toplam alinan mesafenin kontrol
grubuna ve asir1 ifade grubuna kiyasla belirgin sekilde azaldigi tespit edilmistir
(p=0.037) (Sekil 6.3.8.B). Baskilama grubundaki bu diisiis, motor fonksiyonlarin ve

hareket yetisinin zayifladigin1 gostermektedir.

6.3.2.2. Ortalama hiz iizerine etkisi

Agik alan testinde, 30 dakika MCAO modeli sonrast 72 saat reperfiizyon

uygulanan farelerin ortalama hiz degerleri analiz edilmistir.
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Sekil 6.3.9: Acik alan testinde pre-operatif (Pre-OP) ve post-operatif (Post-OP)
ortalama hiz degerlendirmesi (30 dakika MCAO modeli) (*p<0.05, ** p<0.01). (A)
GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-GFP) karsilastirmasi. (B)
GPR&88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu (SCRNA) karsilagtirmasi.

GPR88 agir1 ifade grubunda, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek ortalama hiz
gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamistir (p>0.05) (Sekil
6.3.9.A). Buna karsilik, GPR88 baskilama grubunda, ortalama hiz degerleri kontrol
grubuna gore belirgin sekilde daha diisiik bulunmustur (p=0.039) (Sekil 6.3.9.B).
Baskilama grubundaki bu azalma, motor becerilerdeki bozulmay: ve hareket

kabiliyetindeki kisitlamay1 yansitmaktadir.

6.3.2.3. Hareketli gecirilen siire iizerine etkisi

Acik alan testinde, 30 dakika MCAO modeli sonrasi 72 saat reperflizyon uygulanan

farelerde hareketli gecirilen siire analiz edilmistir.
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Sekil 6.3.10: Acik alan testinde pre-operatif (Pre-OP) ve post-operatif (Post-OP)
hareketli gecirilen siire degerlendirmesi (30 dakika MCAO modeli) (*p<0.05, **
p<0.01). (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-GFP)
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karsilagtirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu (SCRNA)

karsilagtirmasi.

GPRS88 asir1 ifade grubunda, farelerin hareketli gecirdigi siirenin kontrol
grubuna kiyasla anlamli sekilde daha uzun oldugu gozlenmistir (p=0.037) (Sekil
6.3.10.A). Bu sonug, GPR88'In motor aktiviteyi ve davranigsal iyilesmeyi
destekledigini gostermektedir. Buna karsilik, GPR88 baskilama grubunda hareketli
gecirilen siirenin hem kontrol grubuna hem de asir1 ifade grubuna gore belirgin sekilde
azaldig1 tespit edilmistir (p=0.036) (Sekil 6.3.10.B). Bu durum, baskilama grubundaki
farelerin motor yeteneklerinin ve aktif hareketliliginin ciddi sekilde kisitlandigimi

yansitmaktadir.

6.3.2.4. Rotasyon say1st iizerine etkisi

Acik alan testinde, 30 dakika MCAO modeli sonrast 72 saat reperfiizyon
uygulanan farelerin rotasyon sayilar1 analiz edilmistir. Rotasyon davranisi, serebral
iskemi sonrasi beyin asimetrisinin bir yansimasi olarak degerlendirilir ve genellikle

motor kontrolii etkileyen unilateral lezyonlarin gostergesi olarak kabul edilir.
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Sekil 6.3.11: Acik alan testinde pre-operatif (Pre-OP) ve post-operatif (Post-OP)
yapilan rotasyon sayist degerlendirmesi (30 dakika MCAO modeli) (*p<0.05, **
p<0.01). (A) GPRS88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-GFP)
karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu (SCRNA)

karsilastirmas.

Calismamizda, GPR88’in hem asir1 ifade hem de baskilama gruplarinin
kontrolleri kiyaslandiginda aralarinda rotasyon sayisi acisindan istatistiksel olarak

anlaml bir fark gézlenmemistir (p>0.05) (Sekil 6.3.11).
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6.3.2.5. Kenar bélgesinde gecirilen siire iizerine etkisi

Acik alan testinde, 30 dakika MCAO modeli sonrasi 72 saat reperfiizyon
uygulanan farelerin kenar bolgesinde gecirdikleri siire analiz edilmistir. Kenar
bolgesinde gegcirilen siire genellikle hayvanlarin kesif davranislart ve anksiyete
diizeyleriyle iligkilendirilmekte olup, serebral iskemi sonrasi norolojik hasarmn

davranigsal etkilerinden biri olarak degerlendirilir.
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Sekil 6.3.12: Acik alan testinde pre-operatif (Pre-OP) ve post-operatif (Post-OP) kenar
bolgesinde gegirilen siire degerlendirmesi (30 dakika MCAO modeli) (*p<0.05, **
p<0.01). (A) GPRS88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-GFP)
karsilagtirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu (SCRNA)

karsilagtirmasi.

Calismamizda, GPR88’in hem asir1 ifade hem de baskilama gruplarinin
kontrolleri kiyaslandiginda aralarinda rotasyon sayisi agisindan istatistiksel olarak

anlaml bir fark gézlenmemistir (p>0.05) (Sekil 6.3.12).

6.3.2.6. Gegis bolgesinde gecirilen siire iizerine etkisi

Acik alan testinde, 30 dakika MCAOQO modeli sonras1 72 saat reperfiizyon
uygulanan farelerin gegis bolgesinde gecirdikleri siire analiz edilmistir. Gegis
bolgesinde gecirilen siire genellikle hayvanlarin  kesif davranist ve motor
hareketliliklerini degerlendirmek i¢in kullanilan bir parametre olup, serebral iskemi
sonrast norolojik hasarin davranigsal etkilerinin bir gdstergesi olarak kabul

edilmektedir.
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Sekil 6.3.13: Agik alan testinde pre-operatif (Pre-OP) ve post-operatif (Post-OP) gegis
bolgesinde gegirilen siire degerlendirmesi (30 dakika MCAO modeli) (*p<0.05, **
p<0.01). (A) GPRS88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-GFP)
karsilagtirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu (SCRNA)

karsilastirmasi.

Calismamizda, GPR88’in hem asir1 ifade hem de baskilama gruplarinin
kontrolleri kiyaslandiginda aralarinda rotasyon sayist acisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05) (Sekil 6.3.13).

6.3.2.7. Merkez bolgesinde gecirilen siire iizerine etkisi

Acik alan testinde, 30 dakika MCAO modeli sonras1 72 saat reperfiizyon
uygulanan farelerin merkez bolgesinde gecirdikleri siire analiz edilmistir. Merkez
bolgesinde gegirilen siire, genellikle hayvanlarin anksiyete diizeylerini ve kesif

davraniglarin1 degerlendirmek igin kullanilan bir parametredir.
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Sekil 6.3.14: Acik alan testinde pre-operatif (Pre-OP) ve post-operatif (Post-OP)
merkez bolgesinde gegirilen siire degerlendirmesi (30 dakika MCAO modeli)
(*p<0.05, ** p<0.01). (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-
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GFP) kargilastirmasi. (B) GPRS88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu
(ScCRNA) karsilastirmasi.

Calismamizda, GPR88’in hem asir1 ifade hem de baskilama gruplarinin
kontrolleri kiyaslandiginda aralarinda rotasyon sayisi agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05) (Sekil 6.3.14).
6.4. GPR88’in Hasar ve Odem Hacmi Uzerine Etkisi

6.4.1. Hasar hacmi analizi

Hasar hacmi analizi, 60 dakika MCAO modeli kullanilarak her iki ana grup
(GPR88 asir1 ifade grubu ve GPR88 baskilama grubu) i¢in gergeklestirildi. Cresyl
violet boyamas: ile belirlenen hasar hacimleri, deney gruplarinin karsilastirmal

degerlendirilmesinde 6nemli sonuglar sunmustur.
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Sekil 6.4.1: Cresyl violet boyamasi ile 60 dakika MCAQO modeli sonrasi hasar hacmi
degerlendirmesi (*p<0.05, ** p<0.01). (A) GPRS88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve
kontrol grubu (Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve
kontrol grubu (ScCRNA) karsilagtirmasi.

Asirt ifade grubunda, GPR88’in ndroprotektif etkisinin bir gostergesi olarak
hasar hacminde anlamli bir azalma gozlenirken (p=0.012) (Sekil 6.4.1.A), baskilama
grubunda ise hasar hacminin kontrol grubuna kiyasla arttig1 ancak istatistiksel olarak

anlamli olmadigi (p>0.05) (Sekil 6.4.1.B) tespit edilmistir.
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Sekil 6.4.2: Toplam skor ve hasar hacmi arasindaki korelasyon analizi (60 dakika
MCAO modeli). (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-GFP)
karsilagtirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu (SCRNA)

karsilastirmasi.

Ayrica, hasar hacmi sonuglart ile toplam norolojik skorlar karsilastirildiginda,
hasar hacmi ve toplam skor arasinda ters yonlii bir korelasyon oldugu bulunmustur.
Asirt ifade grubunda daha diisiikk hasar hacmi ve daha yiliksek norolojik skorlar
gbzlenirken (R?=0.37, p=0.010) (Sekil 6.4.2.A), baskilama grubunda hasar hacmi
artistyla birlikte nérolojik skorlarin diisiisii dikkat ¢ekmistir (R?=0.52, p=0.000) (Sekil
6.4.2.B).

6.4.2. Odem analizi

Odem analizi, 60 dakika MCAO modeli kapsaminda GPR88 asir1 ifade ve
baskilama gruplarin1 degerlendirmek i¢in gerceklestirilmistir. Cresyl violet boyamasi

ile 6l¢iilen beyin 6demi hacimleri, deney gruplari arasinda belirgin farkliliklar ortaya

koymustur.
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Sekil 6.4.3: Cresyl violet boyamasi ile 60 dakika MCAO modeli sonrasi 6dem

degerlendirmesi. (*p<0.05, ** p<0.01). (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve
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kontrol grubu (Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve
kontrol grubu (scRNA) karsilastirmasi.

Asirt ifade grubunda, GPR88’in potansiyel noroprotektif etkisi 6ddem hacminde
bir azalma gosterse de istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmistir (p>0.05)
(Sekil 6.4.3.A). Ayrica baskilama grubunda da 6dem hacminin kontrol grubuna
kiyasla bir artis gosterdigi ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmigtir

(p>0.05) (Sekil 6.4.3.B).

6.5. GPR88’in Kan-Beyin Bariyeri Gecirgenligi Uzerine Etkisi

Kan-beyin bariyeri (KBB) gecirgenligi, 60 dakika MCAO modeli sonrasi
GPR&8’in agir1 ifade ve baskilama gruplarindaki etkisini degerlendirmek i¢in analiz

edilmistir.
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Sekil 6.5.1: 19gG ekstravazasyonu ile kan-beyin bariyeri gecirgenliginin
degerlendirilmesi (60 dakika MCAO modeli) (*p<0.05, ** p<0.01). (A) GPRS88 asir1
ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-GFP) karsilagtirmasi. (B) GPR88
baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu (SCRNA) karsilagtirmas.

Immunoglobulin G (IgG) boyamasi kullanilarak yapilan analizlerde, GPR88
asir1 ifade grubunda KBB gecirgenliginde anlamli bir azalma gézlenmistir (p=0.002)
(Sekil 6.5.1.A). Bu durum, GPR88’in serebral iskemi sonrast KBB biitiinliigiinii
koruyucu etkisine isaret etmektedir. Ote yandan, baskilama grubunda KBB
gecirgenliginin artti1 ve bu artisin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml

olmadigi tespit edilmistir (p>0.05) (Sekil 6.5.1.B).
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6.6. GPR88’in Noronal Sagkalim Uzerine Etkisi

Noronal sagkalim, 30 dakika MCAQO modeli sonras1 72 saat reperfiizyon

uygulanan farelerde NeuN boyamasi ile degerlendirildi.
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Sekil 6.6.1: NeuN boyamasi ile noronal sagkalim degerlendirmesi (60 dakika MCAO
modeli) (*p<0.05, ** p<0.01). (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol
grubu (Lv-GFP) karsilagtirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol
grubu (scRNA) karsilagtirmast.

Yapilan hiicre sayimlari, GPR88 asir1 ifade grubunda ndronal sagkalimin
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttigin1 gosterdi (p=0.035) (Sekil 6.6.1.A).
Bu bulgu, GPR88'in serebral iskemi sonrasi ndronal koruma sagladigini ve ndronal
sagkalimi destekledigini gostermektedir. Benzer sekilde, GPR88 baskilama grubunda
ndronal sagkalim oranlarinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede azaldigi
gozlenmistir (p=0.014) (Sekil 6.6.1.B). Baskilama grubunda gozlenen bu diisiis,
GPRS88'in eksikliginin ndronal kaybi artirabilecegini ve bu proteinin serebral iskemi

sonras1 noronlarin korunmasinda kritik bir role sahip oldugunu diistindlirmektedir.

6.7. GPR88’in Apoptotik Hiicre Sayis1 Uzerine Etkisi

Apoptotik hiicre sayisi, 30 dakika MCAQO modeli sonrasi 72 saat reperfiizyon

uygulanan farelerde TUNEL assay yontemiyle analiz edilmistir.
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Sekil 6.7.1: TUNEL boyamasi ile DNA fragmentasyonu ve apoptotik hiicre sayisi
degerlendirmesi (60 dakika MCAO modeli) (*p<0.05, ** p<0.01). (A) GPRS88 asiri
ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu (Lv-GFP) karsilagtirmasi. (B) GPR88
baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu (scRNA) karsilastirmast.

Yapilan degerlendirmelerde, GPR88 asir1 ifade grubunda apoptotik hiicre
sayisinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede azaldigi gozlenmistir (p=0.020)
(Sekil 6.7.1.A). Bu bulgu, GPR88’in serebral iskemi sonrasi noronal apoptozu
baskilayic1 etkisini ve hiicresel diizeyde sagladii korumay: desteklemektedir. Ote
yandan, GPR88 baskilama grubunda apoptotik hiicre sayisinin kontrol grubuna kiyasla
anlamhi bir artig gosterdigi tespit edilmistir (p=0.026) (Sekil 6.7.1.B). Bu sonug,
GPR88'in  eksikliginin apoptotik siiregleri hizlandirarak néronal kayiplar
artirabilecegini ve bu proteinin serebral iskemi sonrasi apoptotik hiicre Sliimiinii

siirlandirmada kritik bir role sahip oldugunu gostermektedir.

Noronal sagkalim ve apoptotik hiicre sayisi arasinda yapilan korelasyon
analizi, GPR88 asir1 ifade ve baskilama gruplarini kapsayacak sekilde degerlendirilmis
ve bu iki parametrenin serebral iskemi sonrasi hiicresel hasar ve iyilesmeyi anlamada

birbiriyle iligkili oldugu ortaya konulmustur.
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Sekil 6.7.2: DNA fragmentasyonu ve ndronal sagkalim arasindaki korelasyon analizi
(60 dakika MCAO modeli). (A) GPR88 asir1 ifade grubu (Lv-GPR88) ve kontrol grubu
(Lv-GFP) karsilastirmasi. (B) GPR88 baskilama grubu (shGPR88) ve kontrol grubu
(scRNA) karsilagtirmasi.

Analiz sonuglarina gore, néronal sagkalim ile apoptotik hiicre sayis1 arasinda
hem asir1 ifade grubunda (R?=0.50, p=0.005) (Sekil 6.7.2.A) hem de baskilama
grubunda (R?=0.56, p=0.002) (Sekil 6.7.2.B) anlamli ve ters yonli bir iliski
bulunmustur. Asir1 ifade grubunda, daha yiiksek ndronal sagkalim oranlarinin daha
diisiik apoptotik hiicre sayilariyla giiglii bir sekilde iliskili oldugu gézlenmistir. Bu
durum, GPR88’in asir1 ekspresyonunun, noronal sagkalimi desteklerken apoptotik

hiicre 6liimiinii etkili bir sekilde sinirlandirdigini gostermektedir.
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7. TARTISMA

Beynin kan akisinin azaldigi bir durum olan serebral iskemi, ciddi ve
potansiyel olarak yasami tehdit edici etkilere sahip olabilir. Altta yatan
mekanizmalarin arastirilmasi ve potansiyel tedavilerin kesfedilmesi cok dnemlidir. Bu
baglamda, yetim G protein-bagli reseptor GPR88 ¢alisma i¢in umut verici bir hedeftir
(4,6).

Bu c¢alismanin amaci, bir serebral iskemi modelinde GPR88'in asir1
ekspresyonu ve baskilanmasinin etkilerini arastirmaktir (4,6). GPR88 aktivitesinin
modiile edilmesinin, iskemik beyin hasarina dahil olan patofizyolojik siirecleri 6nemli
Olciide etkileyecegini varsayiyoruz. Bu c¢aligma, GPR88'in serebral iskemi sirasinda
hiicresel ve norolojik islevlerin diizenlenmesindeki roliine iliskin yeni terapotik
stratejilerin gelistirilmesine yol acabilecek iggoriiler saglamayir amagladigl igin

onemlidir.

G-proteinine bagli reseptor GPRS88, cesitli norolojik siireclere potansiyel katilimi
nedeniyle sinirbilim alaninda 6nemli bir ilgi gdrmistiir (42,44). Cok sayida ¢aligma,
motor kontrol, biligsel islevler ve motivasyonel siiregler i¢in ¢ok dnemli bir beyin
bolgesi olan striatumda GPRS88'in dagilimin1 ve diizenlenmesini arastirmistir
(4,6,42,44). Gpr88 mRNA ekspresyonunun yetiskin beyninde oldukga sinirl oldugu,
striatum ve olfaktor tiiberkiilde belirgin bir varligi oldugu bulunmustur (44). Ayrica,
gRT-PCR analizi, Gpr88Cre/Cre farelerde Gpr88+/+ ve Gpr88Cre/+ farelere kiyasla
Gpr88 ifadesinin 6nemli 6l¢iide yukari regiilasyonunu dogrulamistir (44). GPR88 asir1
ifadesinin dogrulanmasi i¢in yapilan PCR analizlerinde, lentiviral vektorlerin tasidigi
GPR88 geninin kodlama bdlgesi basariyla amplifiye edilmistir. Bu, lentiviral
vektorlerin hedef geni etkin bir sekilde tasidigini ve hiicresel diizeyde GPR88
ekspresyonunu artirdigini géstermektedir (Sekil 5.2.3) (Sekil 6.1.1.A). PCR sonuglart,
HeLa hiicre hattinda ve fare striatumunda lentiviral vektorlerin enfeksiyon sonrasi
yiiksek GPR88 mRNA seviyeleri iirettigini dogrulamaktadir (Sekil 6.1.2). GPR88'i
hedeflemenin potansiyel terapdtik uygulamalarini daha fazla arastirmak igin, bu
calisma ayni zamanda striatumda lentiviral vektorler kullanarak bu reseptoriin shRNA

aracili baskilanmasinin etkilerini arastirmistir  (49). Calisma, ¢esitli norolojik
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bozukluklarda gozlenen 6nemli bir patolojik 6zellik olan striatumdaki hiicresel hasar
tizerinde azalmig GPR8S ifadesinin etkisini belirlemeyi amaglamistir. GPR88 geninin
ekspresyon seviyelerini azaltmak amaciyla shRNA lentiviral vektorleri kullanilmistir.
ShRNA lentiviral vektorleri, GPR88 mRNA'sin1 hedef alarak gen susturma
mekanizmas1 (RNA interferansi) yoluyla GPR88 protein seviyelerini azaltmistir. Ug
farkli plazmid (shGPR88-1, ShGPR88-2, sShGPR88-3) test edilmis ve bu plazmidlerin
GPRa88 seviyelerini etkili bir sekilde azalttigi gosterilmistir (Sekil 6.1.4). sShGPR88-1
plazmidi, GPR88 seviyelerini en fazla diisiiren aday olarak se¢ilmis ve ¢calismanin geri
kalaninda kullanilmistir (p=0.000). Bu durum, shRNA lentiviral vektorlerinin hedef

gen inhibisyonunda giivenilir ve etkili oldugunu kanitlamaktadir (Sekil 6.1.3).

GPR88'in asir1 ekspresyonunu daha fazla dogrulamak i¢in Western blot analizi
kullanilabilir. Bu teknik, GPR88 protein seviyelerinin dl¢lilmesine olanak taniyarak
reseptoriin artan ifadesine dair dogrudan kanit saglar. Lentiviral vektorler, merkezi
sinir sisteminde hedeflenmis gen iletimi ve ifadesi i¢in umut verici bir arag olarak
ortaya ¢ikmustir (50). Bu vektorler, striatumdaki hiicrelerin transdiiksiyonunda etkinlik
gostermistir ve bu da onlar1 bu beyin bolgesinde GPR88'in islevsel rollerini arastirmak
i¢cin uygun bir yaklagim haline getirmektedir. Western blot analizi, GPR88 proteininin
asir1 ifade grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis
gosterdigini ortaya koymustur (p=0.002) (Sekil 6.1.2). Ozellikle striatum bélgesinde
gozlemlenen bu artis, GPR88’in spesifik olarak hedef dokuda yiiksek diizeyde ifade
edildigini gostermektedir (Sekil 6.1.1.B). Lentiviral vektor enfeksiyonu sonrast GFP
sinyalleri, agir1 ifadenin basarili bir sekilde hem hiicresel diizeyde hem de proteomik
seviyede dogrulandiginmi isaret etmektedir. Lentiviral vektorlerin etkinligi, enfekte
edilen hiicrelerde GFP pozitif sinyallerin floresan mikroskopi ile tespit edilmesiyle
gosterilmistir. Bu, lentiviral vektorlerin hedef hiicrelere basarili bir sekilde ulastigini
ve gen aktariminin gergeklestigini dogrulamaktadir (Sekil 6.1.1.A). Fare beynine
yapilan enjeksiyonlarin ardindan GFP pozitif hiicrelerin striatumda lokalize oldugu
gozlenmistir. Bu durum, lentiviral vektorlerin hedef dokularda spesifik olarak etkinlik
gosterdigini ve istenen genin dogru bolgeye tasindigini kanitlamaktadir. Striatum
bolgesinde yapilan molekiiler analizler, GPR88’in spesifik olarak bu bdlgede yiiksek

diizeyde ifade edildigini gdstermistir. Lentiviral vektorlerin hedef dokuda lokalize
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oldugunu dogrulayan bu sonuclar, hem molekiiler hem de dokusal diizeyde yiiksek bir
etkinlik sergilenmesini saglamistir (Sekil 6.1.1.B). Ayrica Western blot analizleri,
lentiviral vektdrlerin HeLa hiicre hattinda ve fare striatum bolgesinde GPR88 protein
seviyelerinde belirgin bir azalma sagladigini da gostermistir (Sekil 6.1.4). Ozellikle
Western blot sonuglari, striatumdaki GPR88 seviyelerinin lentiviral vektorler
araciligiyla artirildigini istatistiksel olarak dogrulamaktadir. Bu bulgular, striatumun

GPR88’1n etkilerini degerlendirmek i¢in uygun bir model oldugunu desteklemektedir.

Cok sayida ¢alisma, GPR88'in motor ve duygusal davranislarin diizenlenmesinde rol
oynadigin1 gostermistir (4). GPR88'den yoksun fareler hiperlokomosyon, artan
stereotipiler ve motor koordinasyon ve Ogrenme eksiklikleri sergileyerek bu
reseptoriin striatal dopamin fonksiyonunu kontrol etmedeki dnemini gosterir. Ek
olarak, bir calisma dorsal striatumda GPR88'in yikilmasiin orta dikenli néronlarin
dopamin kaybina tepkisini degistirdigini ve GPRS88'in Parkinson hastaliginda

potansiyel bir rolii oldugunu diisiindiirdiigiinii bulmustur (49).

GPR88’in etkilerini arastirmak icin, norolojik bozukluklarin hayvan modellerinde
norolojik geligsmeleri degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan modifiye Garcia ve
Modo testlerini kullandik. Modifiye Garcia testi spontan aktivite, dort uzuv
hareketinde simetri, tirmanma, viicut propriyosepsiyonu ve vibrissae dokunma tepkisi
dahil olmak tizere gesitli norolojik fonksiyonlari degerlendirir (51). Modo testi ise 6n
bacak fonksiyonu, arka bacak fonksiyonu, daire ¢izme davranisi ve dengeyi
degerlendirmeye odaklanir (51). GPR88’in asir1 ifadesi, spontan aktivite, uzuv
hareketlerinin simetrisi, 6n pati uzatma ve viicut propriosepsiyonu gibi parametrelerde
kontrol grubuna kiyasla belirgin iyilesmelere yol agmistir. 60 dakikalik MCAQO modeli
sonrast GPR8&8’in asir1 ifadesi modifiye edilmis Garcia test ile elde edilen noérolojik
skorlart anlamli sekilde iyilestirmistir (p=0.030) (Sekil 6.3.2.A). Modifiye Garcia
skoru ile Bederson skorlar1 arasinda anlamli ve ters yonli bir iligki bulunmustur
(R=0.81, p=0.000) (Sekil 6.3.3.A). Bu, GPR88’in norolojik fonksiyonlar iyilestirme
kapasitesini vurgulamaktadir. GPR88 asir1 ifadesi, spontan motilite, dogrulma refleksi
ve kavrama refleksi gibi parametrelerde kontrol grubuna gore iyilesme saglamistir. Bu
parametreler, iskemi sonrast motor becerilerin korunmasinda GPR88’in etkili

oldugunu gostermektedir (Sekil 6.3.4.A). Modifiye Modo testi sonuglartyla Bederson
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skorlar1 arasinda benzer sekilde giiglii bir ters korelasyon gozlenmistir (R?=0.83,
p=0.000) (Sekil 6.3.5.A). Bu durum, GPR88’in motor becerileri iyilestirici etkisini
desteklemektedir. Modifiye Garcia ve Modo testlerindeki iyilesmeler, GPR88’in asir1
ifadesinin norolojik fonksiyonlar1 destekledigini ve iskemi sonrasi ndroprotektif bir
etki sagladigimt gostermektedir. Korelasyon analizleri, bu etkilerin hem motor
beceriler hem de noérolojik iyilesme agisindan tutarli oldugunu dogrulamaktadir.
Baskilama grubunda spontan aktivite, uzuv hareket simetrisi, 6n pati uzatma ve viicut
propriosepsiyonu parametrelerinde bozulmalar gézlenmistir. Spontan aktivite diizeyi
diismiis, baskilama grubundaki farelerin hareketlilikte tereddiit yasadigi ve kafes
icinde kesif davraniginin azaldigr goriilmiistiir. Uzuv hareketlerinin simetrisinde
asimetri gozlenmis, Ozellikle iskemi sonrasi sol tarafta motor fonksiyon kaybi
kaydedilmistir (Sekil 6.3.4.A). Baskilama grubunda norolojik skorlar kontrol grubuna
kiyasla diismiis, ancak istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (p>0.05) (Sekil 6.3.2.B).
Bu durum, GPR88’in baskilanmasinin norolojik fonksiyonlar iizerinde negatif bir
etkiye sahip oldugunu, ancak belirli varyasyonlarin sonuglara etkisi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Baskilama grubunda spontan hareketlilik belirgin sekilde azalmis,
farelerin hareket baslatma siireleri uzamis ve hareket kabiliyetleri ciddi anlamda
kisitlanmigtir.  Bunun yaminda farelerde dogrulma refleksinde gecikmeler ve
yetersizlikler gozlenmistir. Bu durum, motor kontrol yetisindeki bozulmanin bir
gostergesidir. Ayrica Kavrama refleksi, baskilama grubunda zayiflamis ve uzuvlarin
cubuklara tutunma giiciinde azalma tespit edilmistir. GPR88 baskilanmasi motor
fonksiyonlarin ve reflekslerin ciddi sekilde bozulmasina neden olmasina ragmen,
istatistiksel anlamlilik saptanamamustir (p>0.05) (Sekil 6.3.4.B). Bu durum, GPR88’in
motor fonksiyonlarin korunmasinda rol oynadigmi ancak daha biiyiik 6rneklem

gruplariyla bu etkinin daha net ortaya konabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu noérolojik degerlendirmelere ek olarak, GPR88 asir1 ekspresyonunun motor
fonksiyonlar tizerindeki etkisini incelemek i¢in bir agik alan testi de gerceklestirdik.
GPRS88 agir1 ifade grubunda fareler, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha
uzun mesafeler kat etmislerdir (p=0.040) (Sekil 6.3.8.A). Bu bulgu, iskemi sonrasi
motor aktivitenin ve kesif davranisinin desteklendigini gostermektedir. Ortalama hiz,

kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmus ancak istatistiksel anlamlilik
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tasimamustir (p>0.05) (Sekil 6.3.9.A). Bu durum, motor aktiviteye pozitif bir etki
oldugunu ancak bu etkinin hiz yerine toplam hareket mesafesi lizerinde daha belirgin
oldugunu diisiindiirmektedir. Asir1 ifade grubunda fareler, kontrol grubuna kiyasla
hareketli olarak daha fazla zaman gecirmistir (p=0.037) (Sekil 6.3.10.A). Bu sonug,
motor yeteneklerdeki iyilesmeyi ve davranigsal aktivitenin arttigini desteklemektedir.
Baskilama grubunda toplam hareket mesafesi, kontrol grubuna ve GPRS88 asir1 ifade
grubuna kiyasla anlamli derecede azalmustir (p=0.037) (Sekil 6.3.8.B). Bu bulgu,
motor aktivite yetisinin ciddi sekilde bozuldugunu ve baskilama grubundaki farelerin
daha az hareket ettigini gostermektedir. Ortalama hiz degerleri baskilama grubunda
kontrol grubuna gore belirgin sekilde daha diisiik bulunmustur (p=0.039) (Sekil
6.3.9.B). Bu durum, hareket yetisindeki genel yavaslamay1 ve motor fonksiyon kaybini
yansitmaktadir. Baskilama grubunda hareketli gegirilen siire, kontrol grubuna kiyasla
anlamlh sekilde azalmistir (p=0.036) (Sekil 6.3.10.B). Bu, farelerin motor aktivite
yetisinin ve kesif davraniginin baskilanmastyla birlikte azaldigin1 gdstermektedir. Agik
alan testi bulgulari, GPR88’in motor fonksiyonlar1 iyilestirdigini ve farelerin
davranigsal aktivitesini artirdigim ortaya koymaktadir. Ozellikle toplam hareket
mesafesi ve hareketli gecirilen siire parametreleri bu iyilegsmenin gii¢lii gostergeleridir.
GPR88 asir1 ifadesi, serebral iskemi sonrast hem motor hem de ndrolojik
fonksiyonlarda iyilesmeyi destekleyen terapdtik bir hedef olarak degerlendirilebilir.
Bu bulgular, iskemi sonrast GPR88’in potansiyel bir tedavi araci olabilecegini

Onermektedir.

Hasar hacmi,ndronal sagkalim ve apoptoz icin yaptigimiz testlerden elde edilen
bulgularimiz GPR88'in asir1 ekspresyonunun beyin lezyonlarinin hacmini 6nemli
Olclide azalttigin1 ve apoptotik hiicrelerin sayisini azalttigini ve ayni zamanda
noronlarin hayatta kalmasim arttirdigini géstermektedir (4,6). Motor kontrol, bilissel
islevler ve motivasyonel siireclerle iliskili dnemli bir beyin bolgesi olan striatum,
GPRS88'in en yiiksek ve en kisith ifadesini sergilemektedir (6). GPR88 genindeki
homozigot zararli mutasyonlar, cocukluk koresi, 6grenme giicliigii ve konusma geriligi
ile karakterize ailesel bir gelisim bozukluguyla iliskilendirilmistir ve bu reseptoriin
uygun noronal islevdeki 6neminin altini ¢izmektedir (6). GPR88’in asir1 ifadesi,

Cresyl violet boyamasi kullanilarak degerlendirilen hasar hacminde Onemli bir
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azalmaya yol agmistir (p=0.012) (Sekil 6.4.1.A). Bu durum, GPR88’in uzun siireli
iskemiye kars1 bile néroprotektif rol oynayabilecegini ve hasar hacmini sinirladigin
gostermektedir. Apoptotik hiicre sayisi, TUNEL boyama yontemi ile analiz edilmis ve
GPR&88’in asir1 ifadesinin apoptozu belirgin sekilde azalttigi tespit edilmistir (p=0.020)
(Sekil 6.7.1.A). Bu durum, GPR88’in apoptotik sinyal yollarini inhibe ederek hiicresel
Olim siireglerini simirlandirdigini ve iskemi sonrasi néron kaybini azalttigini
desteklemektedir. Noronal sag kalim, NeuN boyama yontemi ile degerlendirilmis ve
GPR&88’in asir1 ifadesinin ndronlarin korunmasini sagladig1r ortaya konulmustur
(p=0.035) (Sekil 6.6.1.A). Bu bulgu, GPR88’in noronlar iizerinde koruyucu bir etki
saglayarak iskemi sonrast beyin dokusunun biitiinliiglinii  destekledigini
gostermektedir. GPR88’in asir1 ifadesi, hasar hacmini azaltarak, apoptotik hiicre
Olimiinii baskilayarak ve noron sag kaliminmi destekleyerek serebral iskemi sonrasi

noroprotektif bir etki saglamaktadir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, arastirmacilar GPR88'in baskilanmasinin
striatumdaki hasar hacmi ve apoptotik hiicre sayisi iizerindeki etkisini aragtirmistir
(44). Bulgular, GPR88'in baskilandig1 grupta hem hasar hacminde hem de apoptotik
hiicre sayisinda artis oldugunu ortaya koyarak, bu reseptoriin yoklugu ile ndrolojik ve
hiicresel hasarin siddetlenmesi arasinda dogrudan bir korelasyon oldugunu
diistindiirmiistiir. GPR88 baskilama grubunda, iskemiye maruz kalan striatum
bolgesindeki hasar hacmi, kontrol grubuna kiyasla artis gostermistir. Bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamakla birlikte (p>0.05), dokusal degerlendirmeler
GPR88’in baskilanmasinin noéronal hasar1 artiran bir faktér oldugunu ortaya
koymaktadir (Sekil 6.4.3.B). Ayrica GPR88 baskilama grubunda apoptotik hiicre
sayisinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttigi gozlenmistir (p=0.026)
(Sekil 6.7.1.B). Apoptotik hiicre sayisindaki bu artis, GPR88’in anti-apoptotik
mekanizmalart baskilayarak noronal 6liim siirecini sinirlandirdigin1 ve bu koruyucu
mekanizmanin baskilanmasinin hiicresel 6limi artirdigint gostermektedir. Ek olarak
GPR88 baskilama grubunda, kontrol grubuna kiyasla NeuN pozitif ndron sayisinda
anlamli bir azalma goézlenmistir (p=0.014) (Sekil 6.6.1.B). Bu bulgu, GPR88’in
noroprotektif etkisinin baskilanmasinin, iskemi sonrast noronlarin sag kalimini

azaltarak hiicresel hasari artirdigini gostermektedir. Noronal sag kalim oranindaki
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azalma ile apoptotik hiicre sayisindaki artis arasinda ters bir iliski gézlenmistir (Sekil
6.7.2). Bu durum, GPR88’in apoptotik hiicre 6liimiinii baskilayarak ndron sag kalimini
destekleyen 6nemli bir mekanizmaya sahip oldugunu gostermektedir. Bu bulgular,
GPR88’in iskemi sonrasi tedavi i¢in giiclii bir hedef olabilecegini ve noroprotektif
mekanizmalarin devreye sokulmasinda kritik bir rol oynadigini géstermektedir. Bu
etkilerin, GPR88’in anti-apoptotik sinyal yollar1 ve hiicresel koruma mekanizmalarimi
aktive etmesiyle saglandigi diisiiniilmektedir. Ileri ¢alismalar, GPR88’in spesifik
mekanizmalarimin  aydinlatilmasini  ve  potansiyel klinik uygulamalarinin

degerlendirilmesini saglayabilir.

Serebral iskemi siirecinde kritik bir faktor, normalde kan ve beyin arasindaki
maddelerin gecisi lizerinde siki bir kontrol saglayan kan-beyin bariyerinin
bozulmasidir (52). Bu ¢aligmada, IgG boyama yontemi kullanilarak GPR88'in KBB
gecirgenligi lizerindeki etkileri incelenmistir. GPR88’in asir1 ifade grubunda KBB
gecirgenligi anlamh sekilde azalmis ve bu durum istatistiksel olarak desteklenmistir
(p=0.002) (Sekil 6.5.1.A). GPR88’in KBB biitiinliigiinii korumasi, bu toksik
molekiillerin girisini engelleyerek noronal sag kalimi desteklemistir (Sekil 6.6.1).
GPR88 baskilamasi, IgG pozitif alanlarin artisiyla birlikte KBB gecirgenliginde bir
artis egilimi gostermistir (Sekil 6.5.1.B). IgG boyama analizlerinde baskilama
grubundaki KBB gecirgenligi artisi kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmus,
ancak bu artis istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamistir (p>0.05). KBB
gecirgenligi, endotel hiicrelerinde olusan apoptotik hiicre Oliimiine bagli olarak
artabilir. GPR88’in baskilanmasi, apoptotik siirecleri hizlandirarak KBB’nin yapisal
hasarin1 artirmis olabilir (sekil 6.7.1.B). KBB gecirgenligindeki bu egilim, GPR88’in
iskemi sonrasi endotel hiicre korumasinda rol oynadigini ve bu proteinin eksikliginin
enflamasyon ve hiicresel oliim mekanizmalarini tetikleyerek bariyer hasarini

artirabilecegini diisiinmekteyiz.
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8. SONUC

Beyne giden kan akiginin azalmasiyla karakterize bir durum olan serebral
iskemi, noronal hasara ve beyin fonksiyonlarinda bozulmaya yol agarak yikici
sonuglar dogurabilir. Iskeminin etkilerini hafifletmek icin yeni terapétik hedeflerin
belirlenmesi ¢ok 6nemlidir ve yetim G protein-bagli reseptor GPR88 umut verici bir

aday olarak ortaya ¢ikmustir.

Son ¢alismalar GPR88'in merkezi sinir sisteminde, 6zellikle de motor kontrol,
biligsel islevler ve motivasyonel siiregler i¢in ¢ok 6nemli bir bdlge olan striatumdaki
onemli roliinii vurgulamistir (4). GPR88 genindeki homozigot zararli mutasyonlar,
cocuklukta kore, 6grenme giicliigli ve konusma geriligi ile karakterize ailesel bir
gelisim bozukluguyla iliskilendirilmistir (4). Ayrica, Gpr88 geninden yoksun fareler
hiperlokomosyon, artan stereotipiler, motor koordinasyon ve 6grenme eksikliklerinin

yani sira degisen anksiyete benzeri davraniglar sergilemektedir (4).

GPRS88'in striatumdaki dagilim1 ve diizenlenmesi kapsamli aragtirmalara konu
olmustur. Gelismekte olan sigan striatumundaki spatiotemporal ekspresyon analizi
hem nigrostriatal hem de kortikostriatal yolaklarin GPR88'in diizenlenmesinde rol

oynadigini ve gesitli nérolojik siireglerdeki potansiyel 6nemini gostermektedir (6).

Projemizde GPRS88'in asir1 ekspresyonu ve baskilanmasimin akut dénem
serebral iskemi {izerine etkileri arastirlmigtir. GPR88'in asir1 ekspresyonunun
noroprotektif etkiler sagladigi, noronal hasar1 azalttigi ve iskemik inme hayvan
modellerinde fonksiyonel sonuglari iyilestirdigi gosterilmistir. Tersine, GPR88'in
baskilanmasi, noronal hasarin siddetlenmesi ve daha koti iyilesme ile

iligkilendirilmistir (4).

Bu bulgular, GPR88'in serebral iskemiye kars1 hiicresel ve molekiiler tepkilerin
modiile edilmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. GPR88 asir1
ekspresyonu ile gozlenen noroprotektif etkiler, bu reseptoriin iskemik inme ve ilgili

norolojik bozukluklar i¢in terapotik bir hedef olma potansiyelini vurgulamaktadir.
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GPR88'in noroprotektif etkilerine aracilik ettigi spesifik mekanizmalari
aydinlatmak ve potansiyel farmakolojik miidahaleler olarak segici GPRS88

agonistlerini gelistirmek ve degerlendirmek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

82



9. KAYNAKLAR

10.

Woodruff TM, Thundyil J, Tang SC, Sobey CG, Taylor SM, Arumugam T V.
Pathophysiology, treatment, and animal and cellular models of human ischemic

stroke. VVol. 6, Molecular Neurodegeneration. 2011.

Chen B, Sun Y, Wei Z, Zhang Y. Long-term prognosis of patients with stroke
associated with middle cerebral artery occlusion. Single-centre registration
study. Archives of Medical Science. 2022;18:1199-207.

Flynn RWV, MacWalter RSM, Doney ASF. The cost of cerebral ischaemia.
Neuropharmacology. 2008 Sep;55:250-6.

Meirsman AC, Ben Hamida S, Clarke E, de Kerchove d’Exaerde A, Darcq E,
Kieffer BL. GPR88 in D1R-type and D2R-type medium spiny neurons

differentially regulates affective and motor behavior. eNeuro. 2019 Jul;6.

Ye N, Li B, Mao Q, Wold EA, Tian S, Allen JA, et al. Orphan Receptor GPR88
as an Emerging Neurotherapeutic Target. Vol. 10, ACS Chemical
Neuroscience. American Chemical Society; 2019. p. 190-200.

Massart R, Sokoloff P, Diaz J. Distribution and Regulation of the G Protein-
Coupled Receptor Gpr88 in the Striatum: Relevance to Parkinson’s Disease. In:

Mechanisms in Parkinson’s Disease - Models and Treatments. InTech; 2012.

Roth EJ. Ischemia. In: Encyclopedia of Clinical Neuropsychology. Springer
New York; 2011. p. 1359-60.

VN L, RV P, MI B, AV R, RA S. Study of capabilities of making detection

device for cerebral ischemic state. Med Res Innov. 2018;2.

Xing C, Arai K, Lo EH, Hommel M. Pathophysiologic cascades in ischemic
stroke. Vol. 7, International Journal of Stroke. 2012. p. 378-85.

L L, XW, ZY. Ischemia-reperfusion Injury in the Brain: Mechanisms and

Potential Therapeutic Strategies. Biochem Pharmacol (Los Angel). 2016;5.

83



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Rennert RC, Wali AR, Steinberg JA, Santiago-Dieppa DR, Olson SE, Pannell
JS, et al. Epidemiology, Natural History, and Clinical Presentation of Large
Vessel Ischemic Stroke. Clin Neurosurg. 2019 Jul;85:54-8.

Pan J, Konstas AA, Bateman B, Ortolano GA, Pile-Spellman J. Reperfusion
injury following cerebral ischemia: Pathophysiology, MR imaging, and

potential therapies. VVol. 49, Neuroradiology. 2007. p. 93-102.

Fauzi A Al, Aji YK, Suroto NS. Neuroangiography patterns of the middle
cerebral artery: Study of 554 cerebral angiography results. Journal of Clinical
Neuroscience. 2019 Oct;68:62-8.

Severson MA, Bell RS, Armonda RA. Triage and management of cranial
injuries. Vol. 21, Atlas of the Oral and Maxillofacial Surgery Clinics of North
America. 2013. p. 105-15.

Sokolowski JD, Soldozy S, Sharifi KA, Norat P, Kearns KN, Liu L, et al.
Preclinical models of middle cerebral artery occlusion: new imaging approaches
to a classic technique. Vol. 14, Frontiers in Neurology. Frontiers Media SA,
2023.

ladecola C. The Pathobiology of Vascular Dementia. VVol. 80, Neuron. 2013. p.
844-66.

Sanderson TH, Reynolds CA, Kumar R, Przyklenk K, Hiittemann M. Molecular
mechanisms of ischemia-reperfusion injury in brain: Pivotal role of the
mitochondrial membrane potential in reactive oxygen species generation. Vol.

47, Molecular Neurobiology. Humana Press Inc.; 2013. p. 9-23.

Vidale S, Longoni M, Valvassori L, Agostoni E. Mechanical thrombectomy in
strokes with large-vessel occlusion beyond 6 hours: A pooled analysis of
randomized trials. Journal of Clinical Neurology (Korea). 2018 Jul;14:407-12.

Heiss WD. The ischemic penumbra: How does tissue injury evolve? Ann N Y
Acad Sci. 2012;1268:26-34.

84



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

Leiva-Salinas C, Wintermark M. Imaging of acute ischemic stroke. Vol. 20,
Neuroimaging Clinics of North America. 2010. p. 455-68.

Guo Y, Li P, Guo Q, Shang K, Yan D, Du S, et al. Pathophysiology and
biomarkers in acute ischemic stroke - A review. Vol. 12, Tropical Journal of
Pharmaceutical Research. 2013. p. 1097-105.

Rami A, Krieglstein J. Brain damage caused by ischemia: Pathophysiological
and pharmacological aspects. Dementia. 1993;4:21-31.

QinC, Yang S, Chu YH, Zhang H, Pang XW, Chen L, et al. Signaling pathways
involved in ischemic stroke: molecular mechanisms and therapeutic
interventions. Vol. 7, Signal Transduction and Targeted Therapy. Springer
Nature; 2022.

Salmeron KE, Edwards DN, Fraser JF, Bix GJ. Edema and BBB Breakdown in
Stroke. In: Brain Edema: From Molecular Mechanisms to Clinical Practice.
Elsevier; 2017. p. 219-33.

Gauberti M, Montagne A, Quenault A, Vivien D. Molecular magnetic
resonance imaging of brain—immune interactions. Front Cell Neurosci. 2014
Nov;8.

Uchida Y, Kan H, Sakurai K, Oishi K, Matsukawa N. Contributions of blood—
brain barrier imaging to neurovascular unit pathophysiology of Alzheimer’s
disease and related dementias. Vol. 15, Frontiers in Aging Neuroscience.
Frontiers Media S.A.; 2023.

Hu X, Michael De Silva T, Chen J, Faraci FM. Cerebral Vascular Disease and
Neurovascular Injury in Ischemic Stroke. Vol. 120, Circulation Research.
Lippincott Williams and Wilkins; 2017. p. 449-71.

Mizuma A, Yenari MA. Anti-inflammatory targets for the treatment of
reperfusion injury in stroke. Vol. 8, Frontiers in Neurology. Frontiers Media
S.A.; 2017.

85



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Ambrosio G, Tritto I. Reperfusion injury: Experimental evidence and clinical
implications. Am Heart J. 1999;138.

O’Reilly MK, Mogensen MA. Artery of Percheron Stroke: Imaging and
Clinical Findings. PM and R. 2019 Oct;11:1135-8.

Moulin DE, Lo R, Chiang J, Barnett H. Prognosis in middle cerebral artery
occlusion. Stroke. 1985;16:282—4.

M. M, Martins C, da Silva JC, Flix Mendona CM, B. P, P.A. L. An Innovative
Technique of Decompressive Craniectomy for Acute Ischemic Stroke. In:
Advances in the Treatment of Ischemic Stroke. InTech; 2012.

Tong Y, Lee H, Kohls W, Han Z, Duan H, Cheng Z, et al. Remote ischemic
conditioning (RIC) with exercise (RICE) is safe and feasible for acute ischemic
stroke (AIS) patients. Front Neurol. 2022 Nov;13.

Maruyama K, Kashiwazaki D, Yamamoto S, Akioka N, Hori E, Kuroda S. Coll
embolization for post-bypass aneurysm of middle meningeal artery for
moyamoya disease — preservation of transdural anastomosis. Surg Neurol Int.
2023;14.

Jung JE, Kim GS, Chen H, Maier CM, Narasimhan P, Song YS, et al.
Reperfusion and neurovascular dysfunction in stroke: From basic mechanisms
to potential strategies for neuroprotection. In: Molecular Neurobiology.
Humana Press; 2010. p. 172-9.

Kaur G, Verma SK, Singh D, Singh NK. Role of G-Proteins and GPCRs in
Cardiovascular Pathologies. Vol. 10, Bioengineering. MDPI; 2023.

Dreuw A, Radtke S, Pflanz S, Lippok BE, Heinrich PC, Hermanns HM.
Characterization of the signaling capacities of the novel gp130-like cytokine
receptor. Journal of Biological Chemistry. 2004 Aug;279:36112-20.

Dreuw A, Radtke S, Pflanz S, Lippok BE, Heinrich PC, Hermanns HM.
Characterization of the signaling capacities of the novel gp130-like cytokine
receptor. Journal of Biological Chemistry. 2004 Aug;279:36112-20.

86



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Bartuzi D, Kaczor AA, Targowska-Duda KM, Matosiuk D. Recent advances
and applications of molecular docking to g protein-coupled receptors. Vol. 22,
Molecules. MDPI AG; 2017.

Waes V Van, Tseng KY, Steiner H. GPR88: A putative signaling molecule
predominantly expressed in the striatum: Cellular localization and

developmental regulation. Basal Ganglia. 2011 Jul;1:83-9.

Schroers A, Hecht O, Kallen K, Pachta M, Rose-John S, Grotzinger J. Dynamics
of the gpl30 cytokine complex: A model for assembly on the cellular
membrane. Protein Science. 2005 Mar;14:783-90.

Massart R, Mignon V, Stanic J, Munoz-Tello P, Becker JAJ, Kieffer BL, et al.
Developmental and adult expression patterns of the G-protein-coupled receptor
GPR88 in the rat: Establishment of a dual nuclear—cytoplasmic localization.
Journal of Comparative Neurology. 2016 Oct;524:2776-802.

Logue SF, Grauer SM, Paulsen J, Graf R, Taylor N, Sung MA, et al. The orphan
GPCR, GPR88, modulates function of the striatal dopamine system: A possible
therapeutic target for psychiatric disorders? Molecular and Cellular
Neuroscience. 2009 Nov;42:438-47.

Quintana A, Sanz E, Wang W, Storey GP, Giiler AD, Wanat MJ, et al. Lack of
GPR88 enhances medium spiny neuron activity and alters motor- and cue-
dependent behaviors. Nat Neurosci. 2012 Nov;15:1547-55.

Komatsu H. Novel therapeutic GPCRS for psychiatric disorders. Int J Mol Sci.
2015 Jun;16:14109-21.

Galet B, Ingallinesi M, Pegon J, Do Thi A, Ravassard P, Faucon Biguet N, et
al. G-protein coupled receptor 88 knockdown in the associative striatum reduces
psychiatric symptoms in a translational male rat model of Parkinson disease.
Journal of Psychiatry and Neuroscience. 2021;46:E44-55.

87



47.

48.

49.

50.

o1.

52.

Beker MC, Pence ME, Yagmur S, Caglayan B, Caglayan A, Kilic U, et al.
Phosphodiesterase 10A deactivation induces long-term neurological recovery,

1cerebral ischemia in mice. Exp Neurol. 2022 Dec;358.

Tabachnick BG, Fidell LS, Ullman JB. Using multivariate statistics. Vol. 6.
pearson Boston, MA; 2013.

Ingallinesi M, Galet B, Pegon J, Biguet NF, Thi A Do, Millan MJ, et al. Knock-
down of GPR88 in the dorsal striatum alters the response of medium spiny
neurons to the loss of dopamine input and L-3-4-dyhydroxyphenylalanine.
Front Pharmacol. 2019;10.

Singer O, Verma I. Applications of Lentiviral Vectors for shRNA Delivery and
Transgenesis. Curr Gene Ther. 2008 Dec;8:483-8.

Suzuki H, Zhang JH. Neurobehavioral Assessments of Subarachnoid
Hemorrhage. In 2012. p. 435-40.

Ballabh P, Braun A, Nedergaard M. The blood-brain barrier: An overview:
Structure, regulation, and clinical implications. Vol. 16, Neurobiology of
Disease. 2004. p. 1-13.

88



10. ETIK KURUL ONAYI

ISTANBU L ME l)ll’()l UNIVE RSITESI
Hayvan Denevleri Yerel Etik Kurulu (Imii- -Hadyek) Karar

—: jlé’:l; ‘ l’role Yiiriiti

Prof. Dr. Ertugrul KILIG

26/01/2021 07

T(il;Ii{'XS'in \kuTBuTnhls_m?;nm:mmx{ﬁnl;lul;nmu] Baq‘hkh bilimsel arastirma etik |

kurulumuzda gorigtilmiy olup. ¢ahismanin etik kurallara uygun olduguna “Oybirligi” ile

Karar verilmistir

'Etik Onay Gegerlilik Siiresi: svil - -

e GOREV i _7‘_ ADISOYADI R

Basgkan Prof. Dr. Ertugrul K11, l(
R h(.-\:. e — e

L S [,; ,,,,,, ==
Uye T Dr ():;;l >\ur \luxl.xu( lprlﬁu 1:} Vl:l»K I ]
Uye Dr. ()ur. Uyesi Taha I\IL; lif:,\'ll;’w‘ i
Uye Dr ()u Uyesi Neriman Ipek }\E\H/l i ]
Uye l/m \u Hek H\wm \u@m(-;l)l \HR
Uye (Lm(:l NE 57 -
Uye Humk Sefa DI RIB AS

89



	
	TEZ ONAY FORMU




