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AKUT SUREKLI HiPOKSI SIDDETINE BAGLI G-PROTEIN RESEPTOR
AKTiVASYONUNUN SICAN NTS VE FRENiK MOTOR NORONLARINDA
INCELENMESI
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Yiiksek Lisans Tezi, EKim 2022
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OZET

Hipoksik ventilatuar yanit (HVR), hipoksik maruziyetin modeline, siiresine ve
yogunluguna bagl olarak degisen birka¢ farkli mekanizma arasindaki karmasik bir
etkilesimdir. HVR’deki degisime neden olabilecek faktorlerden birinin de G-protein
bagl reseptorler olabilecegi diisiiniilmektedir. Gq ve Gs olarak ayrilan sirasiyla
serotonin ve adenozin bagmmli bu iki hiicre i¢i reseptoriin aktive olmasi hiicre i¢i
sinyal yolaginda da farkli proteinlerin sentezlenmesine yol a¢maktadir. Bu
calismanin amaci1 farkli hipoksik siddetlerde akut stirekli hipoksiye maruz
kalindiktan sonra olusan hipoksik ventilatuar yanitin adenozin molekiiliine
bagimhiligmi arastirmaktir. Siddetli ve orta siddetli hipoksi uygulanan si¢anlarda,
akut siirekli hipoksi sonrasinda hipoksik siddete bagli olarak degisen HVR’deki
artisin Gs yolagia bagimli olacagi hipotez olarak sunulmustur. Calisma kapsaminda
iki ana grup olusturulmus ve her grup dort alt gruba ayrilarak toplamda 80 adet,
yetiskin erkek, 2 aylik Spraque Dawley cinsi sican kullanilmistir. Deniz seviyesine
gbre normoksik (%21), orta siddetli akut siirekli hipoksi grubu (%13), siddetli akut
stirekli hipoksi grubu (%10) Oz inspirasyonuna maruz birakilmistir. BDNF, pAkt ve
pERK hiicre i¢i sinyal kaskadinda yer alan proteinlerin NTS ve pMN {izerinde
immunefloresan yontem ile lokalizasyon ve miktar tayini yapilmistir. Cekilen
goriintiilerde néronlardaki floresan yogunlugu kullanilmak suretiyle Image J (FHJI;
software v. 2.0.0) programimda analiz edilmistir. iki farkli hipoksik siddete maruz
birakilan siganlarda adenozin agonisti enjekte edilen gruplarda ventilasyonda anlamli
bir artig gozlenmistir. Yapilan deneysel ¢aligmalar sonucunda HVR’deki artisin Gs
yolagyla iligkili oldugunu gézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Akut Hipoksik Ventilatuar Yanit; Akut Stirekli Hipoksi; Frenik
Motor Noron; G-protein Bagli Reseptor; Niikleus Traktus Solitarius (NTS).



INVESTIGATION OF G-PROTEIN COUPLED RECEPTOR ACTIVATION
DEPENDS ON SEVERITY OF ACUTE SUSTAINED HYPOXIA ON NTS
AND PHRENIC MOTOR NEURONS IN RATS

Biisra TAHTASAKAL

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Deparment of Medical Physiology
Master Thesis, December 2022
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Kemal Erdem BASARAN

ABSTRACT

The hypoxic ventilatory response (HVR) is a complex interaction between several
different mechanisms that can change depending on the pattern, duration and
intensity of hypoxic exposure. It is thought that one of the factors that can cause the
change in HVR may be G-protein coupled receptors. Activation of these two
intracellular receptors which depend on serotonin and adenosine, respectively, which
are separated as Gqg and Gs, leads to the synthesis of different proteins in the
intracellular signaling pathway. The purpose of this study is to investigate the
dependence of the hypoxic ventilatory response on the adenosine molecule after
exposure to acute sustained hypoxia of different hypoxic intensities. It has been
hypothesized that the increase in HVR, which varies depending on hypoxic severity
after acute sustained hypoxia, will be dependent on the Gs pathway in rats subjected
to severe and moderate hypoxia. Within the scope of the study, two main groups
were formed and each group was divided into four subgroups and a total of 80 adult
male, 2-month-old Spraque Dawley rats were used. The normoxic at sea level (21%),
moderate acute continuous hypoxia group (13%), and severe acute sustained hypoxia
group (10%) were exposed to O2 inspiration. Localization and quantification of
proteins involved in the intracellular signal cascade of BDNF, pAkt and pERK were
performed on NTS and pMN by immunofluorescence method. Captured images were
analyzed in Image J (FIJI; software v. 2.0.0) using the fluorescence intensity of
neurons. A significant increase in ventilation was observed in the adenosine agonist
injected groups in rats exposed to two different hypoxic intensities image analyzes
were performed by immune fluorescence method.

Key Words: Acute Hypoxic Ventilatory Response; Acute Sustained Hypoxia; G-
Protein Coupled Receptor; NTS; Phrenic Motor Neuron.
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1. GIRIS ve AMAC

Hipoksik ventilasyon yanit (HVR), hipoksik maruziyetin modeli, siliresine ve
yogunluguna baglh olarak degisen birka¢ farklt mekanizma arasindaki karmasik bir
etkilesimdir. Bu etkilesimler, ventilasyonun azaltilmasini veya artmasimi etkiler ve
biiyiik oranda farkli fizyolojik yanitlarla sonuglanir. Farkli hipoksik uyaranlar,
indiiklenen zamana bagli olan mekanizmalari1 oldukga farkli hale getirir (Pamenter
ve Powell, 2016). Bu nedenle HVR' nin farkli zaman alanlarin1 etkin hale getirir
(Pamenter ve Powell, 2016). Ayrica uyaranlara bagli olarak, karsit, ilave veya
sinerjik etkilere sahip birden ¢ok mekanizma ele alinabilir. Mekanizmalar,
etkilesimleri ve nihai bir fizyolojik solunum fenotipi ile sonuglanan birka¢ temel
yolun aktivasyonunu veya inhibisyonunu igerir. Sonug olarak, hipoksik maruz kalma
stirelerinde veya araliklarinda kiiciik degisiklikler, uyarana verilen fizyolojik yaniti
biiyiikk Olglide degistirebilir. Fizyolojik sonug, solunum devrelerinin kimyasal
sinapslarmin giiclinii degistiren uzun vadeli etkileri ya da sinaptik aktiviteyi gecici
olarak degistiren kisa vadeli etkileri kapsayabilir. Boylece HVR'nin belli zaman
alani, sonrasindaki ventilasyon sonuglarini etkileyebilmektedir (Pamenter ve Powell,
2016). Akut hipoksi, solunumsal motor aktiviteyi asemptomatik olarak arttirir. Uzun
stireli akut (orta dereceli) hipoksi, arteriyel oksijen basincmin 40-50 Torr oldugu 20
veya 30 dakikalik hipoksi ¢esitidir. Uzun siireli akut hipoksiye iliskin ilk arastirmalar
yeni dogmus hayvanlarda test edilmistir. Deneklerin yasamin ilk zamanlarinda uzun
stireli akut hipoksiye solunumsal cevabimn bifazik karakterli oldugu saptanmis, daha
sonra bifazik cevabin eriskinlerde de goriildiigii gosterilmistir. Ilk 5 dakikanin
sonrasinda ventilasyon artigi yavas yavas azalmaya baglar. Bunun sonucunda dakika
ventilasyon yeni bir sabit durum olusturur. Bu zaman alanini akut hipoksik solunum

depresyonu (HSD) olarak isimlendirilmistir. Depresyon durumunda iken ventilasyon,



hipoksi 6ncesindeki normoksik degerle kiyaslandiginda bu degere yakin veya bu
degerden diisiik oldugu gozlenir. Genellikle soluk hacmindeki azalmaya bagli olarak
hipoksik solunum depresyonu olusur. Hipoksiye akut yanit, bir hipoksik uyaranin
baslangicini takiben ventilasyon aktivitesinin ani bir artmasidir. Genelde, baslangica
gore; solunum frekansindaki (fR) ve tidal volimdeki (V7) artislar: igerir (Powell ve
ark., 1998).

Giinlimiize kadar incelenen bircok hayvan, parsiyel arteriyel oksijen basmcinin
(Pa0,) azaltmanin bir fonksiyonu olarak ventilasyonda bdyle bir hiperbolik bir artma
gostermistir (Pamenter ve Powell, 2016). Ayrica, V1'ye kars1 fR'deki esas farkliliklar
tiirler arasinda biiyiik oranda degiskenlik gosterir (Pamenter ve Powell, 2016). Akut
HVR, herhangi bir hipoksik stimiilasyon siiresince devam etmekle beraber
hipoksinin sona erdirilmesiyle ortadan kalkar. Yani karotis govdesinde arteriyel
oksijen satiirasyonu (PaO;) 'nda bir degisikligin tespit edilmesinin ardindan bir
nefeste baglar ve biter (Pamenter ve Powell, 2016). Bir diger deyisle, akut HVR
plastisite sergilemez (Pamenter ve Powell, 2016). Akut HVR' yi 6l¢gmek i¢in yapilan
pek c¢ok deney muhtemel kisa siire potansiyalizasyonu (STP) veya hipoksik
ventilasyon diistisiiniin (HVD) bilesenlerini barindirmaktadir (Pamenter ve Powell,
2016). Bunun nedeni, bu erken zaman alanlarmin tipik olarak hipoksi basladiktan
sonraki birka¢ dakika iginde ortaya c¢ikmasi ve maruz kalmanin ilk birkag
dakikasinda ventilasyon yanitlarinin dogru kayitlara doniismesi igin O, gerilimlerini
yeterince hizli bir sekilde degistirmenin deneysel olarak zor olmasidir. Akut HVR
periferik arteriyel kemoreseptorlerden gelen duyusal girdiye klasik refleks bir
tepkidir. Karotis cisimleri, insanlarda ve ¢ogu hayvanda akut HVR igin en 6nemli
arteriyel kemoreseptordiir. Bunlarm yeterli ve fizyolojik uyaranit PaO,'dir (Pamenter
ve Powell, 2016). Karotis cisim afferentleri, glossofaringeal sinirin bir dali olan
karotis siniis sinirinde dolasirlar ve merkezi sinir sistemindeki birincil sinapslari,
glutamatin birincil uyarict ndrotransmiter oldugu niikleus tractus solitarii (soliter

yolun ¢ekirdegi; NTS)'dedir (Powell ve ark., 1998).

Serotonin (5-HT), kisa siireli hipoksi sirasinda meydana gelen ve saniyelerden
dakikalara kadar siiren fR'de gecici bir asimini takiben fR'de bir azalma kisa stireli

depresyon (STD) olusumunu ortaya ¢ikarmak igin 5-HT2A/C reseptorlerinin



antagonizmast STD' yi artirdigindan ve 5-HT1A reseptorlerinin antagonizmasinin
STD'ye dahil oldugu goriilmektedir. 5S-HT2AR’den bagimsiz olarak adenozin 2A
(A2AR) ve serotonin 7 (5-HT7R)) reseptorleri aktivasyonuyla bagka sinyal yolagi
belirtilmistir. Metabotropik reseptor cifti Gs protein baglantili olan A2AR ve 5-
HT7R’ leri kapsadig1 i¢in bu yolaga "S yolag1" ismi verilmistir. Bu ¢alismamizda,
akut stirekli hipoksiye (ASH) maruz birakilan si¢anlarda hipoksik siddete bagli
olarak degisen HVR’ deki artisin Gs yolagma bagimli olacagi hipotez olarak
sunulmustur. Akut siirekli hipoksi sirasinda olusan ventilasyon yanitlar, yetiskin
hayvanlarda hipoksemi 5 ila 30 dakika siirdiiriildiigiinde akut HVR seviyesinde
ventilasyondaki azalmay1 (HVD) igerir (Pamenter ve Powell, 2016).

Bu projenin genel amaci; farkl hipoksik siddetlerde akut siirekli hipoksiye maruz
kalindiktan sonra solunumdan sorumlu olan reflekslerin molekiiler ve hiicresel sinyal
mekanizmalarinin karsilastirilmast ve olusan farkli hipoksik ventilatuar yanitin
(HVR) benzerlikleri ve farkliliklarini ortaya ¢ikarmaktir. Uzerinde calisilacak olan
bu sinyal yolagi daha Once anestezi altinda, akut aralikli hipoksiye (AIH)
maruzbirakilan si¢anlarda, orta derecede ve siddetli hipoksi seviyelerde frenik sinir
aktivitesi yanit1 Ol¢iilmiis ve frenik uzun siireli fasilitasyon (pLTF) olusumunu
gostermek icin ¢alisilmistir. Bundan farkli olarak bu arastirmada uygulanan hipoksi
protokolii ve deney modeli; yliksek irtifa serebral 6dem (HACE), akut dag hastaligi
(AMS), yiiksek irtifa pulmoner 6dem (HAPE) gibi baz1 hastaliklari, solunan havada
bulunan gaz fraksiyon degisimlerinin taklit edilmesi agisindan Klinik anlamda da
onemli olmaktadir. Ayrica bazi norolojik hastaliklarda (amyotrofik lateral skleroz;
ALS, multiple skleroz; MS gibi) veya spinal kord yaralanmasi / zedelenmesinde
goriilen motor sinir fonksiyon kayiplarina neden olan sebeplerin arastirilmasina da

katki saglayacaktir.
Buna bagli olarak bu ¢alismanin iki alt spesifik amaci vardir.

1. Farkh siddetlerde akut siirekli hipoksiye maruz birakilmis, anestezi edilmemis
ve serbest hareket eden sicanlarda frenik sinir sinapslar1 {izerinde g¢alisilan
molekiiler sinyal mekanizmasmda bulunan yolagin farklilik ve benzerligini

gostermektedir.



2. Medulla iizerindeki niikleus traktus solitarius (NTS) ve spinal kord C3-C5
araliginda bulunan kesitler (frenik sinir) tizerinde G-protein bagli reseptor
aktivasyonu ile baglatilan beyinden salgilanan norotrofik faktor (BDNF),
hiicre dis1 diizenleyici kinaz (pERK) ve protein kinaz B (pAKT) lokalizasyonu

ve miktarindaki degisimleri karsilagtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. AKkut Siirekli Hipokside Zaman Alanlan
2.1.1. Akut Hipoksik Ventilatuar Cevap

Hipoksiye akut cevap, bir hipoksik uyaranin baslangicii takiben ventilatuar
aktivitedeki ani bir artistr. Genel olarak bazale gore fR ve Vy'deki artmalari
kapsamaktadir (Powell ve ark., 1998).

Ventilasyon cevaplar1 hipoksiye ne kadar maruz kaldigina gore degismektedir (Yu ve
ark., 2022). Simdiye kadar arastirma yapilan kadar neredeyse tiim hayvanlarda,
azalan PaO;’nun bir islevi olarak ventilasyonda hiperbolik bir artma izlenmistir.
Ancak V1 ve fR'deki esas degismeler tiirler arasinda farkhilik gosterdigi
gozlemlenmistir (Powell ve ark., 1998). Akut Hipoksik Ventilasyon TepkKisi,
solunumun ani artmasi olarak kendini gésterir (Mitchell ve ark., 2001). Akut HVR,
herhangi bir hipoksik stimiilasyon boyunca devam eder ve hipoksinin
giderilmesinden hemen sonra sona erer, yani karotis govdesinde PaOj'de bir
degisiklik tespit edildikten sonra bir nefes i¢inde baslar ve biter (Powell ve ark.,
1998). Bu sebeple akut HVR’de plastisite gozlenmedigi sdylenebilir. Standart
pletismografi yaklagimlar1 uygulandigi takdirde, hayvan chamberindaki hipoksik gaz
karigimiyla normoksik gaz karisimlarini temizlemek i¢in birka¢ dakika gerekebilir.
Arastirmacilar, kararli durumdaki ilk solunum ol¢iimlerini akut yanit olarak
isimlendirilebilir (Powell ve ark., 1998). Hipoksiye verilen akut solunumsal yanitin
norobiyolojik mekanizmalar1 hakkinda bildiklerimizin ¢ogu karotis cisim
calismalarina dayanmaktadir (Powell, 2007). Karotis cisim (SP) birincil hipoksik

kemosensor organdir (Balbir ve ark., 2006). Ayn1 zamanda cisimlerin yeterli ve



fizyolojik uyarani PaO,’dir. Karotis cismin geligsmis hipoksik duyarliligi, hipoksiye
ugrayan yeni dogmus sican yavrularinda arttirilmis HVR' ye yansidigi
gozlemlenmistir (Kumar, 2014). Karotis cisimlerinin afferentleri glossofaringeal
sinirin bir dali olan karotis siniis siniri boyunca ilerler ve CNS’deki birincil
sinapslar1, glutamatin primer eksitator ndrotransmitter oldugu, nukleus traktus
solitariustadir (NTS). Bu yolaktaki glutamerjik sinyalizasyonun kanit1 6zellikle ilgi
cekicidir. Hem hipoksik bir uyarana yanit olarak glutamat salinimi hem de akut
HVR, karotis cismi denervasyonuyla ortadan kaldirilir (Pamenter ve Powell, 2016).
Ayrica, glutamaterjik N-metil-d-aspartat reseptor (NMDAR) antagonistlerinin NTS
mikroenjeksiyonu veya sistemik enjeksiyonu, ¢esitli tiirlerde akut HVR'yi zayiflatir
ve NTS’ye mikroenjeksiyonu yapilan NMDAR ve non-NMDAR blokorlerinin
kokteyli karotis cisim kemoreseptor stimiilasyonuna karst olusan ventilatuar ve
kardiyak cevaplar1 tamamiyla bloke eder. Bu veriler, akut HVR’y1 diizenleyen
yolaktaki karotis cisim ve NTS arasmnda artmis eksitatuar glutamerjik

sinyallizasyonun merkezi bir role sahip oldugunu kuvvetli bir sekilde destekler.

Glutamatin aracilik ettigi bastan sona eksitatuar yanitlara ek olarak, akut hipoksiye
kars1 verilen sinaptik yanitlara, afferent girdideki degisikliklere verilen ventilasyon
yanitinin, uyaranin meydana geldigi solunum dongiisiiniin fazina bagl olarak
degisecegi fark edilmistir (Pamenter ve Powell, 2016). Boyle bir gegitlemenin, kisa
bir hipoksik epizod sirasinda glutamat salimmnimn aracilik ettigi eksitatuar sinaptik
girdilere karsi ¢ikan inhibe edici ndrotransmisyon mekanizmalarmin aktivitesini
temsil ettigi varsayilmaktadir. Aslinda, birka¢ inhibitor norotransmiter karotis cisim
(SP) afferentlerinden veya diger ara sinaptik girdilerden salinir ve HVR'nin farkli
zaman alanlarinda rol almaktadir (Pamenter ve Powell, 2016). SP i¢in nérokinin 1
reseptorleri NTS deki respiratuar néronlarda mevcuttur ve SP’nin mikroiyontoforetik
uygulamasi NTS’deki resiratuar noronlar1 uyarrr. Bunun yanmda SP’nin
intraserebroventrikiiler enjeksiyonlar1 V’de artis gosterir. Anestezi altindaki ratlarda
ventilasyonu stimiile eder. Ayni sekilde dopamin (DA) refleksin hem karotis cisim
hem santral sinir sistemi (CNS) devrelerine dahil olarak HVR’de ikili role sahiptir
(Pamenter ve Powell, 2016). Karotis cismindeki DA reseptorlerinin antagonizmast,
noral aktiviteyi ve ventilasyonu uyarir ve akut HVR'yi artirir (Pamenter ve Powell,
2016).



Son olarak, daha yeni ¢aligmalar, akut HVR'ye aracilik etmede NTS'de purinerjik
reseptorler tizerinde etkili olan adenozin-trifosfat (ATP) ‘in 6nemli bir rol oynadigini
gostermistir. Bunu destekler nitelikte, purinerjik reseptorleri, NTS ve ventrolateral
medulla (VLM) dahil olmak {izere solunum motor kontroliinde yer alan mediiller

bdlgelerde karotis cismi afferent ndronlartyla birlikte lokalize olur.

Ozetleyecek olursak, deneyler akut HVR’nin birden fazla faktdre bagli oldugunu
gostermektedir. Kemosensitif glomus hiicreleri ve glossofaringeal sinir uglar1 iizerine
etkiyen birden fazla norotransmitterin ve ndromodiilatoriin dahil oldugu karotis siniis
sinirindeki afferent trafigin net seviyesine, ATP tarafindan néromodulasyona tabi
olan NTS’deki karotis siniis sinirinden ¢ikan primer sinapstaki eksitatuar glutamerjik
norotransmisyona, diger solunum merkezlerinden gelen bilgilerin ve CNS'deki
girdilerin entegrasyonuna ve ventilasyon ve list hava yolu kaslarma giden motor

yollarin aktivasyonuna baghdir.
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Sekil 2.1. HVR'nin zaman alanlar1 (Pamenter ve Powell, 2016).

Sekil 2.1°de gosterilen HVR’nin zaman alanlar1 sirasinda zamanin fonksiyonlarindan
ventilasyondaki (V), tidal volimdeki (V1) ve solunum frekansindaki (fR)
degisiklikler gosterilmistir (Pamenter ve Powell, 2016). (A) Akut HVR'yi kisa
(saniye ila dakika) hipoksik maruziyetler sirasinda STP ve STD takip eder. (B)



Stirekli (dakikalar ila gilinler arasi) hipoksik maruziyetler sirasinda ve sonrasinda

solunum tepkileri HVD, VAH ve VDH'yi igerir (Pamenter ve Powell, 2016).
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Sekil 2.2. Akut HVR'nin molekiiler mekanizmalar1 (Pamenter ve Powell, 2016).

Sekil 2.2’de gosterilen akut HVR'min molekiiler mekanizmalari, saniyeler ile
dakikalar arasindaki akut hipoksi, hipoksik uyaran sirasinda ventilasyonun artmasina
neden olur. (A) Kisa siireli hipokside azalmis PaO,, periferik kemoreseptorlerle
(karotis cisimleri) algilanir. Hipoksi aracili uyarici iyon (Na* ve Ca+2) akis1 karotis
cisimlerinin depolarizasyonunu indiikler, bu da daha sonra karotis siniis siniri
boyunca yayilan aksiyon potansiyellerinin olusumuna yol acar (Pamenter ve Powell,
2016). (B) Uyarici glutamaterjik karotis cisim afferent ndronlari, SP ve inhibitor
GABAerjik noronlar ile birlikte NTS'de sinaps yapar. Bu karsit sinyallerin toplam1
net uyarici ise, solunum motor néronlariyla iletisim kuran ve frenik sinirin uyarilmasi
yoluyla ventilasyonu artiran NTS noronlarinda aksiyon potansiyelleri iretilir. (C)
Karotis siniis siniri afferent ndronlar1 ve NTS arasindaki sinapsta, SP, glutamat ve
GABA'nin sinaptik oncesi salmimi, NTS postsinaptik ikinci swa noronlarin

uyarilabilirligi iizerinde karsit etkilere neden olur ve asagi akis solunumunu artiran



uyarict sinyal yayilimini indiikler (Powell ve ark., 1998). (D) Bu artan diirti,

ventilasyonda bir artig olarak kendini gdsterir.
2.1.2. Kisa-Siire Potansiyalizasyonu

Birka¢ saniyeden altmis saniyeye kadar olan hipoksi maruziyetiyle, akut HVR'nin
eslik ettigi degisikliklerin 6tesinde ventilasyonu arttiran ikincil bir solunum artisi
bulunmaktadir. Bahsi gecen ikincil yanit, STP olarak isimlendirilir (Pamenter ve
Powell, 2016). Benzer sekilde, hipoksik bir uyaranin sona ermesi {lizerine,
ventilasyon yavasca baslangi¢ seviyelerine donmeden once 1 ila 2 dakika yiliksek
kalir. Hipoksik uyaranin dengelenmesini izleyen bu ventilatuar giiclendirme déonemi,
STP'nin baska bir tezahiiriidiir. Bunlar, ayn1 mekanizmanin "agik ve kapali" yonlerini
temsil edebilir (Powell ve ark., 1998). Bugiine kadar STP denerve kedilerde,
kopeklerde, tavsanlarda ve siganlarda uyanik, uyuyan ve egzersiz yapan insanlarda
ve uyanik ordekler, keciler ve farelerde gosterilmistir. STP'nin fizyolojik belirtileri
(fR ve V1'deki goreceli degisiklikler) tiirler arasinda farklilik gosterse de, STP'min
artmis V1 veya frenik sinir genliginde en belirgin olma egilimi vardir. Ayrica,
kullanilan deneysel paradigmaya bagl olarak, tiirler arasinda ve i¢inde STP'nin
zaman siirecinde bazi degiskenlikler vardir. Ornegin, STP, anestezi uygulanmis
preparatlara gore uyanikken artan bir sekilde daha uzundur ve yine deserebre

hayvanlara gore ve ayrica hipoksik uyaranlarin siddeti arttikga uzar.

STP, birkag saniyeden fazla siiren hipoksi i¢in karotis siniis sinirinin stirekli
uyarilmasiyla ortaya ¢ikar, bu da karotis cisim afferentlerinden glutamat salinimimnin
stirdiiriilmesiyle sonug¢lanir. Hipoksi sirasindaki STP, muhtemelen sinapsta glutamat
birikiminin etkisini temsil ederken, reoksijenasyon sirasinda STP, STP'nin erken
formu sirasinda meydana gelen akut HVR aracili glutamaterjik potansiyalizasyonun
taban hattina yavas doniisiinii temsil eder. Hipoksi sirasinda ara sinyal néronlarinda
biriken Ca**’un temizlenmesindeki gecikmeler nedeniyle gerceklesebilir. Bu
olaylarin her ikisi de muhtemelen karotis cisim afferentleri ve NTS noronlari
arasindaki sinapslar ve motor ndronlarmin ventilasyon havuzlarinda, NTS'ye uzak
sinapslar dahil olmak tlizere HVR noral devrelerindeki tiim glutamerjik sinapslarda
meydana gelir. Genel ndronal uyarilabilirlige uyarici ve inhibe edici uyaranlarin bir

dengesi aracilik ettiginden, ikincil kontrol mekanizmalari, NTS'nin asag1 akisindaki



bazi motor ndronlar {izerinde inhibe edici etkileri indiikleyebilir ki, bu da
postsinaptik noronlarda yiikselmis Ca*? araciligiyla arttirilmig STP uyarilabilirligini

gegersiz kilar.

STP'nin fizyolojik roliiniin, solunum kontrol sisteminin refleks aktivasyonunun ¢ok
hizli ilerlemesini 6nleyen, solunum kontroliinde yumusatici bir etki seklinde oldugu
daha 6nce One siiriilmiistii. Bu nedenle STP, solunum sistemi tizerinde stabilize edici
bir etki olarak islev goriir (Pamenter ve Powell, 2016). Bununla birlikte, STP'nin
glutamat reseptorii/NO aracili yolu, hipoksiye ventilatuar yaniti stabil bir sekilde
diizenlemek i¢in secilmis bir adaptasyonu temsil etmekten ziyade uzamis
stimiilasyon sirasinda olusan sinaptik potansiyalizasyonun temel mekanizmalarinin
kacmilmaz birer yan etkileridir. Hepsi birlikte ele alindiginda, bu veriler, degisen
oksijen bulunabilirli§i seviyelerine karsi respiratuar cevabi stabilize etmek icin
mekanizmalar mevcut ise bunlarin muhtemelen glutamaterjik aktivasyonun
eksitatuar etkilerini dengeleyen HVR ndral devresinin ¢esitli seviyelerine yapilan

inhibitor girdilerce olusturuldugunu 6ne stirmektedir.

) BEERRRRE

o

SRRy
<5 %%
P &,
@ E

® £ «—
=
~?)f &5 Presynaptic neuron
ZZ = (carotid body afferent)
GTP cGMP <
£
P & s
s o >~
SRR AR AR AR R R AT R FESSNiSi
k=
o @ - .
@ s S o
S NMDAR @ D TR
ooaaaos o R R
P oo B Postsynaptic

neuron (NTS)

k=
NO L-arginine ®~ o
&/
s @ -
nNOS ;" & %/
quoalmodulin

A
AAMAAMAMAN - WA

Control 1 min posthypoxia

Sekil 2.3. STP'nin molekiiler mekanizmalar1 (Pamenter ve Powell, 2016).
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Sekil 2.3’te gosterilmis olan STP'nin molekiiler mekanizmalarina gore birkag
dakikalik akut hipoksi, solunum diirtiisiinii artirir ve normoksik (baslangic)
ventilasyon, uyaridan birka¢ dakika sonra yiiksek kalir. (A) Kisa siireli hipoksi
esnasinda karotis siniis sinir aktivitesi artar. Bu da postsinaptik NTS noronlarinda
NMDAR'lar1 etkileyen karotis cisim afferent noronlarindan siirekli glutamat
salintmina yol agar. Postsinaptik glutamat reseptorlerinin ilerleyen aktivasyonu,
kalmodulin ile baglanan ve CaMKII'yi aktive eden birikim sayesinde hiicre i¢i Ca?*
artisgina neden olur. CaMKII daha sonra membranla ayrigsmis nNOS'leri degistirir,
NO iiretimini uyarir, bu da sinaptik yarik boyunca hizla etkisiz hale gelir ve guanalil
siklaz aracili cGMP {iretimini uyarir. cGMP daha sonra presinaptik glut salinimini
arttirrr ve boylece asagi akis solunum yolunu (yani STP’yi) artiran uyarici sinyal
yayillimmi arttirrr. (B) STP, solunum sikliginda bir artis olarak belirtilmektedir

(Pamenter ve Powell, 2016).
2.1.3.Kisa Siireli Depresyon

HVR'nin STD'si, kisa siireli hipoksi sirasinda meydana gelen ve saniyelerden
dakikalara kadar siiren fR'de gecici bir agimi takiben fR'de bir azalma olarak ortaya
cikar; ayni zamanda, hipoksik bir epizodun hemen ardindan fR'de gecici bir
azalmadan sonra normal fR seviyelerine doniis olarak da goriiliir. STD’ nin bu ikinci
“kapali” faz1 ayrica posthipoksik frekans diisiisii olarak da adlandirilir ve kismen
ekspirasyon siiresindeki bir artigin aracilik ettigi diistiniilmektedir. Akut HVR ve
STP, karotis cismi ile ventilatuar motor néronlar arasindaki noral devrelerdeki ¢oklu
sinapslarda gecerli olan gelismis sinaptik iletim ve erken sinaptik plastisitenin temel
korunmus prensiplerinin fizyolojik tezahiirlerini temsil ederken, STD hem karotis
cisminin hem de NTS'nin asagi akisinda oldukca spesifik bir molekiiler sinyal
yolunun aracilik ettigi, HVR nin bir zaman alan1 gibi goriinmektedir. Ayrica, bugiine
kadar incelenen tiim tiirlerde ve deneysel preparatlarda akut HVR ve STP
gbzlemlenirken, STD olusumu, belirli bir tiirdeki deneysel preparatlar, tiirler arasinda

degisiklik gosterir.

STD ilk baglarda anestezi altindaki ratlarda karotid siniis sinir stimiilasyonu ya da
hipoksi sirasinda veya sonrasinda frenik sinir aktivitesinin azalmasi olarak

belirtilmistir. Genel olarak STD'nin "acik" ve "kapal" mekanizmalarinin ayni oldugu
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varsayilsa da, "acik" mekanizmasina yonelik arastirmalar anlamli sonuglar ¢ikarmak
icin ¢ok az sayidadir. Bununla birlikte, "kapali" mekanizmayi inceleyen arastirmalar,
STD'nin biiyiik olasilikla HVR i¢in olan CNS devrelerinde etkilendigini gostermistir.
Ciinkii uyanik, karotis cismi-denerve siganlarda devam etmektedir. Spesifik olarak,
ventrolateral pons bolgesi STD i¢in kritiktir ¢iinkii burada olan lezyonlar anestezi
uygulanmis ratlarda STD'yi ortadan kaldirrken bu bolgeye eksitatuar sinaptik
girdilerin (yani glutamaterjik) agonizmi STD'yi taklit eder. Sicanlarda 5-HT2A
reseptorlerinin antagonizmasi1 STD'yi artirdigi i¢cin ve farelerde STD olusumunu
ortaya c¢ikarmak i¢in S5-HTIA reseptorlerinin antagonizmasi gerektiginden,
serotoninin (5-HT) STD’ye dahil oldugu goriinmektedir. Baslangigta STD'nin sadece
anestezi uygulanmis ratlarda olustuguna inaniliyordu ¢iinkii anestezi uygulanmis
kedi veya kecilerde veya uyuyan insanlarda tespit edilmemistir. Ayrica,
arastrmacilar o zamandan beri ilgili mekanizmay1 bilingli ratlarda, farelerde ve
ayrica uyanik insanlarda arastirdilar (Pamenter ve Powell, 2016). STD'nin
biliytikliigliniin ratlarin tiirleri arasinda ve ayni zamanda alt tiirler i¢inde farklilik
gosterebilecegi gozlemiyle gosterildigi lizere HVR'nin bu zaman alani genetik
farkliliklara duyarlidir (Pamenter ve Powell, 2016). Bu respiratuar plastisite
formunun, karotis cisiminden ve NTS'den bagimsiz olarak ortaya ¢iktigi da dikkate
degerdir. STD'min biiyiikliigli, hipoksik maruziyet veya karotis siniis sinirinin
uyarilma ge¢misine baghdir ve frenik sinir aktivitesi bazal seviyeye geri dondiigiinde
bile daha 6nce uyarilmis preparatlar, daha sonraki uyarilara, saf preparatlara gore
daha az giclii yanit verir. Bu nedenle STD, metaplastisite sergiler; burada
stimiilasyon ge¢misi (karotis cisimlerinde hipoksi veya karotis sinilis sinirinin
elektriksel uyarimi), sonraki uyaranlara karsi olusan gelecek yanitlari modiile eder.
STD'nin 6zelliklerinin ¢ogu benzersizdir. Diger zaman alanlarindan farkli olarak;
STD tamamen CNS’nin tek bir spesifik bdlgesi (yani ventrolateral pons) iginde
diizenlenmis gibi gorinmektedir. Ventilasyonun bir kismin1 etkilemektedir. HVR’de
metaplastisitenin ilk olusumu oldugu sdylenebilir (Pamenter ve Powell, 2016). STD
caligmasinda cevaplanmasi gereken c¢ok sayida soru vardir. Ornegin, bu zaman
alanmin "agik" evresi, Ozellikle altinda yatan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar

yeterince anlagilamamaistir.
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Sekil 2.4. STD'nin molekiiler mekanizmalar1 (Pamenter ve Powell, 2016).

Sekil 2.4’te gosterilen STD'nin molekiiler mekanizmalar1 saniyeler ila dakikalar
arasindaki akut hipoksi, tam olarak bilinmeyen bir sekilde solunum sikliginda kisa
stireli bir azalmaya neden olabilir. (A) Akut hipoksi, serotonin (5-HT) tip 2A ve 2C
reseptorlerinin ve/veya a2-adrenoreseptorlerinin aktivasyonunu uyarir. 5-HT2A/2C
ya da A2-adrenoreseptorlerinin aktivasyonu, heniiz anlasilmamis bir sekilde
glutamaterjik NMDAR'lar1i modiile eder (Pamenter ve Powell, 2016). Bu da
NMDAR aktivasyonunu azaltir. (B) Fizyolojik olarak, bu yolun aktivasyonu frenik
sinir aktivitesinin azalmasma ve ventilasyonun azalmasma (solunum frekansinin

azalmasi nedeniyle) yol acar (Powell ve ark., 1998).
2.1.4. Hipoksik Ventilatuar Diisiis

HVD, yetiskin hayvanlarda hipoksemi 5 ila 30 dakika siirdiiriildiiglinde akut HVR
ve/veya STP seviyesinden diisiilen ventilasyonda bir azalmadir (Pamenter ve Powell,
2016). Literatirde HVD, HVR'nin ventilatuar "yuvarlanmasi" veya hipoksik
ventilatuar "depresyon" olarak anilmistir. HVD, hipoksemi yetiskin hayvanlarda en
az 3 ila 5 dakika devam ettiginde ortaya cikar (Pamenter ve Powell, 2016).
Insanlarda yiiksek rakimdaki siirekli hipoksi swrasinda 8 haftaya kadar devam
edebilir. HVD'nin incelenmesi olduk¢a giictiir. Zor olmasinin sebebi ise deneysel

preparatlarda ve tiim hayvanlarda izlenmemesidir. Hipoksik uyaranlara, yas, cinsiyet,
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anesteziye baglh olarak HVD uyarilma durumu degisir (Pamenter ve Powell, 2016).
Baslangicta, bazi hayvanlarda HVD sadece anestezi altinda gozlendiginden, bu
tepkinin heterojenliginin esas olarak herhangi bir tlirdeki uyarilma durumuna bagli
olduguna inaniliyordu; ancak bir¢ok tiirde HVD hem anestezi altindaki/uykudaki
hem de uyanik hayvanlarda goézlenir ve bu tanimin sorgulanmasina neden
olmaktadir. Ornegin, uyanik insanlarda, uyanik veya anestezi uygulanmis kedilerde,
uyanik ratlarda, anestezi uygulanmig sicanlarda ve anestezi uygulanmis tavsanlarda
frenik sinir aktivitesinde bir azalma olarak HVD gd6zlenmis, ancak uyanik kopeklerde
gorilmemistir. Belki daha kafa karistiricisi, uyanik kegilerde bazi gruplar HVD tespit
ederken digerleri tespit etmemistir (Aaron ve Powell, 1993). HVD olusumu
bildirmeyen, uyanik si¢anlar iizerinde yapilan incelemeler (Aaron ve Powell, 1993).
HVD'nin kisa siireli seyri ile aciklanabilir (Pamenter ve Powell, 2016). Oyle ki,
kararli durum HVR Olclimlerinin yapildigi zamana kadar ventilasyon zaten daha

diisiik bir seviyede stabilize olmus olabilir.

HVD, akut HVR'ye eslik eden poikilokapniden bagimsiz olarak ortaya ¢ikar. HVD,
izokapnik hipokside gozlemlenmektedir. Fakat uyanik insanlarda HVD'nin %10-
%20'sinin, CNS’deki kemosensitif bolgelerde parsiyel karbondioksit basincimni
diigiiren hipoksi ile serebral kan akigindaki artiglardan kaynaklanabilecegi tahmin
edilmektedir (Pamenter ve Powell 2016). HVD'nin sona erme siiresi genellikle
baslangicindan daha uzundur. Ornegin, insanlarda HVD, hipoksinin 25 dakikas1
icinde ortaya cikar, ancak ilk hipoksik uyaranin kaldirilmasindan sonra 60 dakika
devam eder (Pamenter ve Powell, 2016). ilging bir sekilde, HVD'yi takip eden
iyilesme siiresi, oksijenle zenginlestirilmis gaz karisimlarinin  solunmasiyla
kisaltilabilir. Bugiline kadar HVD, HVR'nin bu yaklagimla dogrudan degistirilebilen
tanimlanmis tek zaman alanidir. Bununla birlikte, yiiksek rakimdaki insanlarda 2 giin
ila 8 haftalik hipoksi sirasinda HVD degismez. HVD bazi preparatlarda fR’yi
diistirtir ki bu HVD’deki cinsiyet, yas, uyarilma durumu ve hipoksik stimulasyon
degiskenligini  gosterir. Baglangicta, HVD'nin, refleks arkinda arteryel
kemoreseptorlere distal bir yerde ventilatuar kemorefleks cevabinin depresyonundan
kaynaklandig1 diisliniiliyordu. Yakin zamanda yapilan caligmalar, ventilasyonun
hipoksiden sonra normokside, siirekli hipoksi sirasinda baskilanmis oldugu kadar

baskilanmadigin1 gosterdi. Aslinda, HVR'nin iki izokapnik hipoksi seviyesi
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arasindaki egimi (0rnegin, sirasiyla SaO, = %90 ve %80), siirekli hipokside azalmaz.
Bu sonuglar, HVD'nin ventilatuar kemorefleksinin Oz duyarhligindaki
degisikliklerden bagimsiz olup olmadigini test eden birka¢ deney yapilmasina yol
actl. Bununla birlikte, insanlarda solunumsal O, duyarliliginda bir diisiis olduguna
dair kanitlar da vardir. Bu diisiis hipoksik maruziyetin olgiilen ilk birkag
dakikasindan veya merkezi kemoreflekslere karsi periferik kemoreflekslere verilen
gelismis ventilator yanit modellerinden tahmin edilmektedir. O, duyarliligindaki bir
degisiklik, zaman alaninin ana nedeni olmasa bile HVD'de arteriyel ventilasyon
kemorefleksinin bir roliinii destekleyen ¢esitli gozlemlere dikkat cekti. Arteriyel
kemoreseptorlerden bagimsiz olan HVD mekanizmasi net degildir. Ancak hipoksinin
beyin kan akigini artirma ve merkezi kemosensitif bolgelerde parsiyel karbondioksit
basincin1 azaltma etkisine katkida bulunabilir. Sistemik adenozin reseptor
antagonistleri, karotis cismi denerve kedilerde ve kopeklerde HVD'yi bloke eder
(Pamenter ve Powell, 2016). Hem adenozin hem de opioid reseptorleri, fizyolojik
HVD'yi indiiklemek i¢in NTS'deki noronlarda veya CNS solunum kontrol
devrelerinde bagka yerlerde hiicresel siirecleri modiile edebilen inhibe edici G-
proteinlerine hiicre i¢i olarak baglanir. Son olarak; karotis cismi denerve ve uyanik
ratlarda interkollikiiler seviyedeki veya altindaki beyin transeksiyonlarinda
gosterildigi  gibi  yliksek  beyin  merkezlerinin,  ventilasyonu  arteryel
kemoreseptorlerden bagimsiz olarak baskilayabildigi bilinmektedir (Pamenter ve
Powell, 2016).

Arteriyel kemoreseptor girdisine bagli olan HVD'nin noérokimyasal mekanizmasinin,
karotis cismi aferentleri ile mediiller néronlar arasinda veya diger CNS solunum
devreleri arasinda inhibe edici norotransmisyon oldugu varsayilmaktadir. Adenozin
salinimi hipoksi ile artar ve merkezi olarak ventilasyonu 6nler. HVD'nin baslangicta
hipoksi sirasinda enerji tasarrufu saglayan bir mekanizma oldugu 6ne siiriildiigiinii de
belirtmek gerekir ve azalmis noral aktivite ve mekanik aktivitenin (6rnegin nefes
alma) uzun vadede kis uykusunda veya hipoksiye toleransl tiirlerde hipoksik veya
hipotermik epizodlar boyunca enerjiyi korudugu bilinmektedir. Bununla birlikte,
HVD, enerji korunumunun kritik olmadigi normoksik iyilesme donemine kadar
stirer. Boylece, HVD' nin, uzun siiren hipoksik uyaridan dolay1 glutamat salinimini

artar. Akabinde sinaptik tonu bazal seviyelere indirmek amaciyla hareket eden
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sinaptik temizleme mekanizmalarindaki fizyolojik yan etkisi olmasi daha muhtemel
oldugu diistiniilmektedir (Pamenter ve Powell, 2016). Sinaptik glutamat birikiminin
NTS'de sinaptik GABA birikimine yol agmasi daha muhtemeldir. Bu durum da
santral sinir sisteminde ventilasyonda kisa siireli sistemsel azaliglara sebep olan
hiicre bazli cevaplar1 aktive eder. Boyle bir tedavi, karotis cismi aferent sinyalini
ortadan kaldwrir ve glutamat salimimini en aza indirir. Bu, birikmis sinaptik
glutamatin GABA'ya doniistiiriilerek daha hizli uzaklastirilmasma izin verecek ve

boylece HVD'yi kisaltacaktir.

Ozetle, HVD, HVR'nin birkag dakikalik hipoksiye maruz kalmayla ortaya ¢ikan ve

hipoksinin azalmasindan sonra da devam eden 6nemli bir zaman alanidir.
2.2. Gq ve Gs protein Reseptor Sinyal Yolaklar

G protein sinyali, ligandlar1 veya katyonlari, heterotrimerik G proteinlerini ve akis
asag1 efektorleri ve diizenleyicileri algilayan G proteinine bagli reseptdrlerden
(GPCR'ler) olusur (Mengrui, Lianfu ve Guochun, 2010). GPCR'ler diizenleyicidir ve
hiicresel fonksiyonun her tarafinda bulunmaktadirlar (Mobbs ve ark., 2021). Entegre
hiicre ve organ yanitinin iiretilmesi i¢in harici sinyallerin allosterik kanallar1 olarak
gorev yapar. Aktive edilmis GPCR'lerin birincil doniistiiriiciileri, farkli Ga ve Gy alt
birimlerinden olusan heterotrimerik G proteinleridir (Mobbs ve ark., 2021). G
proteinleri, o alt birimlerine gére 04 aileye ayrilir. Bu aileleri de Gi, Gs, G12/13 ve

Gq olmak tizere siniflandirmak miimkiindiir (Afzal, 2021).

G proteinlerinin ana islevi, yedi transmembran reseptoriinden olusan bir aile olan G
proteinine bagli reseptorlerden (GPCR'ler) gelen sinyalleri iletmektir (Zhang ve Shi,
2016). G-protein-bagli reseptorler, fizyolojik tepkileri diizenlemek i¢in hiicresel
sinyal molekiillerinin kaskadlar1 araciligiyla sinyalleri iletir (Hoare ve Hughes,
2004). GPCR sinyali gorme, tat alma, koku alma, sempatik/parasempatik sinir
fonksiyonlari, metabolizma ve bagisiklik diizenlemesinde rol oynar (Miyano ve ark.,
2014). Son yillarda, ¢aligmalar GPCR'lerin G proteinlerinin Gg/11 alt ailesinin bir
tiyesi olan Gq ile etkilesime girdigini gostermistir (Zhang ve Shi, 2016). Baslatici
ndrotransmiter reseptdriine kanonik olarak baglanan G proteini, 6zellikle G q (Q

yolu) ve Gs (S yolu) ile birlestirilmis reseptorler i¢in adlandirilir (Nichols ve
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Mitchell, 2021). Epizodik spinal 5-HT reseptor uyarimi, hipoksi olmadan frenik
motor noronu etkilemek i¢in yeterlidir. Gg-protein-bagl 5-HT?2 reseptorii tarafindan
basglatildigindan bu mekanizma “Q” yolu olarak adlandirilmaktadir. PMF'ye giden
baska bir yola "S" yolu adi verilir, ¢iinkii Gs protein-bagli metabotropik adenozin
(A2A) veya 5-HT7 reseptorleri tarafindan indiiklenir (Nichols ve ark., 2012).

Gs Yolag: Gq Yolag:

Pre-sinaptik

noron @
VEGFR-2
Cr
SHT,R AR EPOR . [ ] SHT,R
TrkB
%j NMDAR .
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ﬁ'\f‘ @/ @J rg\d

TrkB
Frenik motor néron

Sekil 2.5. Hipoksi Tetikli Plastisitenin Hiicresel ve Sinaptik Mekanizmalar1 (Pamenter ve
Powell, 2013).

Yesil oklar ile gosterilen Gs yolu, Gs proteinlerine bagli adenozin tip 2A
reseptorlerinin (A2A) veya serotonin tip 7 reseptorlerinin (5-HT7R) aktivasyonu ile
uyarilabilir (Pamenter ve Powell, 2013). Gs sinyali, fosfo-protein kinaz B'yi (pAkt)
modiile etmek i¢in olgunlasmamis TrkB'yi uyarir ve protein kinaz A (PKA) aktive
edilir. Glutamaterjik N-metil-d-aspartat reseptorleri (NMDAR'lar) indiiklenir.
Boylece sinaptik oncesi glutamat salinimima duyarlilik arttirilmis olur (Pamenter ve
Powell, 2013). Gs ve Gq yolu etkilesimleri iizerindeki potansiyel etkileri
gosterilmemistir. al-adrenerjik reseptdrlerin aktivasyonu, ERK'ler yerine protein
kinaz B'min (Akt) aracilik ettigi bir yol araciligiyla 5-HT reseptorlerinden bagimsiz
olarak frenik LTF'yi indiikleyebilir. ilging bir sekilde, hem al-adrenerjik reseptdrler
hem de 5-HT reseptorleri, fosfolipaz C'nin aktivitesiyle baglantili bir g-protein sinifi
olan Gq proteinlerine baglanir, bu da bu iki tip reseptoriin bir noktada

birlesebilecegini diisiindiiriir. Ortak yol ve LTF'nin ortak aktivatdrleri olarak hizmet
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eder. Bu iki mekanizmanm “Q” Yolu olarak adlandirilan bir yol olusturdugu 6ne
stiriilmigtiir. pLTF, indiikksiyon i¢in spinal serotonin reseptorii aktivasyonunu
gerektirir. Fakat idame gerektirmez. Epizodik serotonin ve 5-HT2 reseptorii
agonistleri PMF'yi AIH olmasaa bile ortaya ¢ikartabilir. Bu nedenle, AIH ile
indiiklenen pLTF, 5-HT2 reseptorleri Gq proteinlerine baglandigindan, agirlhikl
olarak Q yolundan ortaya ¢ikar. pLTF bakimi yeni protein sentezi, 6zellikle beyin
kaynakli norotrofik faktoriin yeni sentezini gerektirir. pLTF i¢in TrkB'nin
aktivasyonu hem gerekli hem de yeterlidir. 1) Motor noronlarda BDNF, ERK
fosforilasyonunda artisa neden olur. 2) Frenik motor ¢ekirdegi ile iligkili ventral
servikal segmentlerde AIH, ERK fosforilasyonunda artisa sebep olur. 3) ERK'yi
fosforile eden kinaz inhibisyonuyla pLTF’nin ortadan kaldirilmasi saglanir. ERK'den
gelen asag1 akis sinyal olaylar1 ¢ok net olmasa da, glutamat reseptor fosforilasyonu
veya membran eklenmesi, frenik motor néronlar iginde glutamaterjik iletimi
artirabilir. Boylece pLTF'yi kurabilir (Dale-Nagle ve ark., 2010). PMF'ye yakinsak
yollarin mevcut caligma modeli. "Q" yolu 5-HT2 veya Al gibi Gg-bagh
metabotropik reseptorlerin aralikli aktivitesiyle baslatilir. Protein kinaz C'nin (PKC)
aktivasyonu, yeni BDNF sentezini aktive eder. BDNF, TrkB'yi ve sonrasinda
pPERK’i aktive eder (Dale-Nagle ve ark., 2010).

Son zamanlarda, frenik LTF'yi indiikleyebilen baska bir sinyal yolu rapor edilmistir
ve buna omurilik adenozin tip 2A reseptorleri (A2AR) ve 5-HT7 Rs aracilik eder. Bir
2A Rs, adenilat siklaz- bagl Gs proteinleri araciligiyla sinyal verir ve buna gore bu
yola “S” yolu adi1 verilir. Gs sinyalinin LTF'de daha genel bir rolii oldugu fikrine
destek, Gs'yi de kullanan 5-HT7Rs'nin uzun siireli frenik motor kolaylastirmay1
indiikleyebilecegi gézleminden gelir. Ilging bir sekilde, S Yolu, BDNF sentezinden
bagimsiz olarak olgunlagsmamis TrkB'nin aktivasyonunu igerir ve bu yol, PI3K/Akt

aktivasyonu yoluyla ilerler, ancak ERK'leri icermez (Pamenter ve Powell, 2013).

"S" yolu, protein kinaz A'ya (PKA) bagli Gs-bagli metabotropik reseptorler (6rn. 5-
HT7 ve A2A) tarafindan ortaya ¢ikar. PKA, Akt aktivasyonu (pAkt) yoluyla hiicre
icinden oto-fosforile ve sinyal veren olgunlasmamis bir TrkB izoformunun yeni
sentezini indiikleyebilir. Hem pERK hem de pAkt glutamat reseptorlerini fosforile
ettigini varsayilmaktadir. Boylece daha fazla sinaptik giic ve PMF'ye yol acar.
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PMF'nin bir nedeni olarak motor ndron uyarilabilirligindeki degisiklikleri, 6rnegin
iyon kanallarinin membrana sokulmasi yoluyla ekarte edemeyiz (Dale-Nagle ve
ark., 2010). Gs proteinine bagli metabotropik reseptorlerin aktivasyonu ile protein
kinaz A(PKA) aktive edilir. ‘S’ yolu ile Gs protein-bagh A2A ve 5-HT7
reseptorlerinin spinal aktivasyonu, PMF'yi ortaya ¢ikartabilir (Dale-Nagle ve ark.,
2010). S ve Q yollari, aralikli hipoksi esnasinda eszamanli olarak baslatilabilir. Ama
yalnizca bir yolu bloklamak frenik LTF'yi artirdigi icin birbirlerini frenleme
yatkindirlar (Pamenter ve Powell, 2016). Bu etkilesime 6rnek olarak, c¢apraz

konusma mekanizmasiyla etkilesime giren Gs ve Gq proteinleri gosterilebilir.

Hem duyusal hem de motor sistemlere aracilik eden solunum, solunum disi
mekanizmalarin onemli modiilatérlerinin arasinda Q ve S yollar1 da vardir. Buna
ornek olarak Gs yolu, motor kontrol, agr1 ve ventilasyonda 6nemli roller oynayan
inhibitor glisin reseptorlerinin duyarlilig: ile ilisilendirilebilir. Q yolu ise, jiivenil
sicanlarin  beyin sapmda solunum kontroliiniin merkezi model iretimi ile
iliskilendirilmistir (Pamenter ve Powell, 2013). Ggq ve Gs protein- bagl reseptor
yolaklar1 arasinda '¢apraz konusmay1' gosteren ¢ok sayida literatiir vardir (Hoffman
ve ark., 2010). S ve Q yollar1 birbirinden bagimsiz degildir. Fakat giiglii ¢apraz
konusma inhibisyonu yolu ile etkilesime girer (Nichols ve Mitchell, 2021). Bu
etkilesim, bu protein ailesinin, 6zellikle Gq proteininin alt biriminin.fonksiyonel o

olarak kabul edilen Ga i¢in bagisiklik diizenlemesi ve otoimmiinitedeki hayati roliinii

kolaylastirir (Zhang ve Shi, 2016).
2.3. Adenozin ve Adenozin Reseptor Tipleri

Adenin niikleozidinin kisaltmasi olan adenozin, kimyasal olarak 6-amino-9-3- D -
ribofuranosiladenin olarak bilinir ve adenin N-9'unun B-N9-glukozit bagi yoluyla D-
riboz'un C-1'ine baglanmasiyla olusur (Liu ve ark., 2019). Adenozinin hiicresel
fizyolojideki roliine dair ilk kanit, kalp ritmini ve hizin1 yavaslatabilen bir adenin
bilesiginin varhiginin kardiyak dokulardan elde edilen ekstraktlarda kesfedildigi 1927
yilma kadar uzanir. 50 sene sonra bu tani ile, supraventrikiiler tasikardi tedevasinde
ve hatta tanisinda adenozin kullanimma baslanmistir (Borea ve ark., 2018).
Sonrasinda biyokimya, fizyoloji, kimya, farmakoloji ve immiinoloji gibi bir¢ok

alanlardan bilim adamlari, adenozinin saglik ve hastaliktaki bir¢cok roliinii
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arastirmaya yonlendirmislerdir. Bu sayede yeni bir ¢alisma alan1 ortaya ¢ikmustir. Bu
caligmalarla beraber, adenozinin, vaskiiler fonksiyon, ndronal aktivite, trombosit
agregasyonu ve kan hiicresi regiilasyonu gibi hiicresel fizyolojinin tiim tiim yonlerini
etkileyen endojen molekiil oldugunu kesfetilmistir (Borea ve ark., 2018). Ilk
arastirmacilara, adenozin davranisi hormonlarin veya ikinci habercilerinkine
benziyordu. Fakat stres kosullar1 sirasindaki 6zel tiretim mekanizmasi, aslinda yeni
bir tiir hiicre diizenleyicisi oldugunu gosterilmistir. Buna "misilleme metaboliti”

terimi verilmistir (Borea ve ark., 2018).

Adenozin, beyin ve kalp de dahil olmak iizere viicuttaki dokularda hem hiicre i¢i
hem de hiicre dis1 olarak iiretilebilir. Adenozin, santral sinir sisteminde (CNS) bir¢ok
bolgeye dagilmistir. Adenozin, beyinde merkezi hem uyarict hem de engelleyici
norotransmitterdir ATP'nin yikim1 hipoksiye maruziyet, iskemi, doku hasar1 ve diger
patolojik kosullarla artar (Liu ve ark., 2019). Adenozin, dogal olarak meydana gelen
bir niikleosittir. Viicudun hem enerji iiretimi hem de enerji kullanim sistemlerinin
temel yapitagidir. Adenozin-trifosfatin (ATP) bozunmasiyla enerji tiiketen islemler
esnasinda adenozin olusur. Adenozin, G-proteinine bagli membran reseptorlerinin
dort alt tipinin, A1, A2A, A2B ve A3, aktivasyonu yoluyla sayisiz fizyolojik siireci
diizenler. Periferik sinir sisteminde, ATP duyusal ve otonomik gangliyonlarda
kimyasal iletimde yer alirken, merkezi sinir sisteminde sinaptik terminallerden
salinan ATP, hizli uyarici postsinaptik akimlari indiikler. Adenozinin etkilerine
temelde 4 GPCR ile etkilesim kurarak rol oynamaktadir (Borea ve ark., 2018).
Bunlar A1,A2A,A2B ve A3 adenozin reseptorleri (AR'ler) olarak adlandirilir.
Viicuttaki ¢ogu hiicrede ve dokuda eksprese edilir (Borea ve ark., 2018). Dort G-
protein-bagl reseptor izoformu (Al, A2a, A2b ve A3) dahil olmak iizere adenozin
reseptorleri, diger dokularm yani1 swa sinir, kardiyovaskiiler ve solunum
sistemlerinde yaygin olarak dagilmistir (Kong ve ark., 2019). Al reseptori, digerleri
arasinda en ¢ok korunan adenozin gesitidir. Al reseptoriiniin aktivasyonu, adenilil
siklaz aktivitesini inhibe eder, potasyum kanallarini aktive eder, gegici kalsiyum
kanallarin1 bloke eder ve hiicre i¢i kalsiyum ve fosfolipaz C'yi arttirir. Al reseptori,
ndrotransmiter salmimimi bloke eder. Ayrica atesleme hizin1 azaltarak noronal
aktiviteyi uyarir (Chen ve ark., 2013). A2a reseptorii agirlikli olarak inflamatuar

hiicrelerde eksprese edilir (Kong ve ark., 2019). A2A reseptoriiniin yiiksek seviyeleri
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beynin striatumunda, dalaktaki bagisiklik hiicrelerinde, timusta, 16kositlerde ve kan
trombositlerinde bulunur ve orta seviyeler kalp, akciger ve kan damarlarinda
bulunur. A2A reseptor aktivasyonu sayesinde periferik dokularda Gs protein’e
baglanarak protein kinaz A’y1 (PKA) modiile edilir. Beyindeki bir A2A reseptort,
motor aktiviteyi, psikiyatrik davraniglari, uyku-uyaniklik dongiisiinii ve ndronal
hiicre Oliimiinii diizenlemek amaciyla birgok ndrotransmitterle etkilesime girer.
Periferik dokularda, A 2Areseptorleri inflamasyon modiilasyonunda, miyokardiyal
oksijen tiikketiminde, koroner kan akiminda, anjiyogenezde ve kanser patogenezinin
kontroliinde ¢ok onemli bir role sahiptir (Chen ve ark., 2013). A2A adenozin
reseptorleri, striatumda ve bazal gangliyonlarm diger ¢ekirdeklerinde eksprese edilir.
Adenozin A2A reseptorleri, bazal gangliyon sisteminde olduk¢a zengindir. Agirlikli
olarak enkefalin eksprese eden GABAerjik striatopallidal noronlarda eksprese
edilirler ve bu nedenle bazal gangliyon sisteminin dolayli efferent yolunun islevi ile
oldukga ilgilidir. Bu GABAerjik enkefalinerjik noronlarda, A2A reseptorii, dopamin
D2 reseptorii ile yapisal ve islevsel olarak siki bir sekilde etkilesime girer. Hem
reseptOr heteromerleri olusturarak hem de ortak hiicre i¢i sinyallesme basamaklarini
hedefleyerek, A2A reseptorleri hareketin, motor O8renmenin, motivasyonun ve
Odiiliin bazal ganglion kontroliiniin merkezinde yer alan karsilikli antagonistik
etkilesimler sergiler (Schiffmann ve ark., 2007). A2B reseptorleri yaygin olarak ifade
edilir, ancak ¢ogunlukla diisiik miktarda bulunur. A2B reseptorleri, kiiltiirlenmis
hiicrelerde A2A reseptorleri ile benzer bir afinitede mitojenle aktive olan protein
kinaz aktivitesini uyarmasina ragmen, A2B reseptorii, mikromolar adenozin
konsantrasyonlar1 gerektiren dort adenozin reseptdrii arasinda en adenozine duyarsiz
reseptordiir. Nadiren de olsa sif fizyolojik kosullar altinda elde edilir. Hipoksi,
iskemi veya iltihaplanma gibi adenozin miktarmin arttig1 kosullar esnasinda, genetik
ve farmakolojik calismalarda A2B reseptor sinyallemesinin fonksiyonel rolleri
belirtilmistir. Bu roller iskemi toleransindaki artisi, hipoksiye doku adaptasyonunu,

akut inflamasyonun azalmasini igerir (Chen ve ark., 2013).

Adenozin tiirleri arasinda A3 reseptoriiniin farmakolojisi ve dagiliminda, dolayisiyla
islevinde, 6nemli farkliliklar vardir. Farelerde, mast hiicre degraniilasyonu ile A3
reseptor sinyali baglantilidir. Fakat insanlarda bu durum farkli olabilir. Cogu hiicre

ve dokuda diisiik A3 reseptorii ekspresyonu seviyesine ragmen, ekspresyonu
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romatoid artrit, Crohn hastaligi ve kolon kanseri hastalarindan alman kan
hiicrelerinde yukar1 dogru diizenlenmistir. Saglikli bireylerle karsilastirildiginda,
niikleer faktor-B sinyallemesinin ve fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)-PKB-AKT sinyal
yollarinin yukar1 regiilasyonu ile iliskili oldugu belirlenmistir. Gergekten de, klinik
oncesi ¢alismalar, A3 reseptor agonistleri anti-inflamatuar, antikanser ve sitoprotektif

etkilerini gostermistir (Chen ve ark., 2013).

ATP —— > ADENOSIN

/ \ Ekstraseliiler
/ \
A Ak

Ca*"

intraseliiler @
Tca2+

Sekil 2.6. Adenozin reseptorlerinin dort alt tipi ve bunlarin hiicre i¢i sinyalleri (Van Calker
ve ark., 2019).
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Sekil 2.7. Al, A2A, A2B ve A3 adenozin reseptorleriyle (AR'ler) etkilesim yoluyla
adenozinin fizyolojik rolii.

Adenozin, ATP tiiketimine bagl olarak hipoksi, iskemi veya fiziksel aktiviteyi
takiben yiiksek oranda artan endojenle her yerde bulunan bir aragtir. AR'lerin
aktivasyonu tarafindan tetiklenen farkli mekanizmalar ile viicut gozetimi ve
korumas1 saglar. Bu da oksijen talebinin ve iltithaplanmanin azalmasina, artan oksijen
arzi ve anjiyogenezin yani sira iskemik 6n kosullandirmaya neden olur (Borea ve
ark., 2018). Adenozin, sinapslarin aktivitesini pre, post ve non-sinaptik olmak tizere
degisik seviyelerde etkilemektedir (Vaz ve ark., 2015). Adenozin ayni zamanda
beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) gibi sinaptik aktivitede yer alan farkli
modiilatorlerin hareketlerini kontrol eden bir metamodiilatordiir (Vaz ve ark., 2015).
BDNF, noronal hayatta kalmayi, farklilasmay1 ve sinaptik plastisiteyi etkileyen bir
norotrofindir. Onemli miktarda veri, BDNF ile adenozin A2A reseptorleri (A2AR)
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arasinda bir karigsma i¢in molekiiler ve islevsel kanitlar saglamistir (Vaz ve ark.,
2015). Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) ve fosfatidilinositol 3-
kinaz/protein kinaz B (AKT) kaskadlar1 dnemli sinyal yollaridir. Bunlar hiicrenin

hayatta kalmasina ve kardiyoproteksiyona aracilik eder (Chen ve ark., 2013).
2.4. Adenozin Antagonisti (MSX-3) ve Agonisti (CGS21680)

Adenozin A ;a kullanilan antagonist MSX-3'tiir ((E)-fosforik asit mono-[3-[8-[2-(3-
metoksifenil)vinil]-7-metil-2,6-diokso-1-prop-2-inil-1,2,6,7-tetrahidropurin-3-yl]

propil] ester disodyum tuzu) (Worden ve ark., 2009). Si¢an serebral korteksindeki
adenozin  A2A  reseptdor  agonisti  2-p-(2-karboksietil)fenetil-amino-5'-N-
etilkarboksamidoadenozin yani CGS 21680 dir (Kirk ve Richardson, 1995). A2A'nin
aktivasyonu CGS 21680 bilesiginin reseptorlerinin, iskemik si¢an serebral
korteksinden uyarici verici salinimini arttirdigi rapor edildi. Bu, bazi kosullar altinda
endojen adenozinin uyarici A2A reseptorlerini aktive edebilecegini diisiindiirdii.
Buna gore, A2A reseptor antagonistleri, global iskeminin neden oldugu serebral
hasar1 frenledi. Fokal iskeminin ardindan kortikal enfarktiis hacmini indirgedi. CGS
21680 A2A reseptor agonisti olarak kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda serebral korteks
gibi A2A reseptorlerinin az bulundugu beyin bdlgelerinde, CGS 21680 spesifik
olmayan bolgelere tutunur. CGS 21680'in agirlikli olarak A2A reseptorlerini
karakterize etmek ve A2A reseptor aracili etkileri tanimlamak igin kullanilir (Lopes

ve ark., 2004).
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3. GERECVE YONTEM

Bu ¢aligsma i¢in kullanilan dokularda; her bir grup (toplamda 2 grup; her grup 4 alt
grup icermektedir) 10 adet olmak iizere toplamda 80 adet, yetigkin erkek, 2-3 aylik
Spraque Dawley cinsi sican kullanilmistir. Bu g¢alisma i¢in kullanilacak siganlar,
Erciyes Universitesi’nde bulunan Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezi'nde yetistirilmistir. Standart sigan kafeslerinin iginde (her kafeste 4 adet),
standart oda sicakliginda, standart sigan yemi ve musluk suyu ile kisitlama
yapilmadan beslenmistir. Denekler lizerindeki testler ve ila¢ enjeksiyonlar1 giindiiz
yapilmis olup biitiin viicut pletismografisi (WBP) ile ventilasyon (V) ve ventilasyon
bilesenleri olan solunum frekansi (fR) ve tidal voliim (TV) 6l¢iimleri sirasinda besin
ve su verilmemistir. WBP 6l¢limii baslangicinda ve sonunda agirligi 6l¢iilen siganlar,
inhalasyon yoluyla %100 O; igerisinde %S5 izofloran bulunan anestezi odasina
konularak anestezi altina alinmis ve 6liim kardiyak ventrikiiler insizyon yoluyla agik

gbgiis anevrizmasi ile dogrulanmastir.
Deney Gruplan ve ila¢ ve Dozlar:

Orta siddetli Akut Siirekli Hipoksi (MASH) Grubu:

Tablo 3.1. Orta siddetli Akut Siirekli Hipoksi Deney Grubu

Durum: Orta siddetli Akut Stirekli Hipoksi (MASH)
mASH_CON mASH_DMSO | mASH_CGS MASH_MSX-3
Tedavi tedavi yok DMSO CGS21680 MSX-3
O, ylizdesi 13% 13% 13% 13%
Tedavi giinleri | yok 7 giin boyunca | 7 giin boyunca | 7 giin boyunca
WBP 6l¢iimii 8. giin 8. giin 8. giin 8. giin
NGrup_TopIam 10 10 10 10 40




Orta siddetli Akut Siirekli Hipoksi grubu 4 gruba boliinmiistiir. Denekler igin
kullanilan ilaglar, ilag giinleri, maruz birakilan O, yiizdesi ve WBP 4l¢limiiniin
yapildig1 giinler yukaridaki tabloda oOzetlenmis ve asagida kisa agiklamalari
yapilmustir. Her alt grubun WBP &l¢iimii 7. giin sonunda “Hipoksik WBP Ol¢iim

Protokolii” ne gore yapilmustir.

Orta siddetli Akut Siirekli Hipoksi Kontrol (MASH_CON): Normobarik odada 7giin

stiresince %13 O;’ye maruz kalan siganlara (n=10) ila¢ uygulamasi yapilmamustir.

Orta siddetli Akut Siirekli Hipoksi DMSO (mASH_DMSO): Normobarik odada 7
giin siiresince %13 O,’ye maruz kalacak sicanlar 2 gruba (n=10/2) ayrilip, her giin
CGS21680 dozu (n=5) ile MSX-3 (n=5) dozu esdegerinde serum fizyolojik

enjeksiyonu yapilmistir.

Orta siddetli Akut Siirekli Hipoksi CGS (mASH_CGS): Normobarik odada 7giin
stiresince %13 O,’ye maruz kalan siganlara (n=10) her giin CGS21680 enjeksiyonu

yapilmistir.

Orta siddetli Akut Siirekli Hipoksi MSX-3 (mASH_MSX-3): Normobarik odada
Tgiin siiresince %13 O,’ye maruz kalan siganlara (n=10) her giin MSX-3 enjeksiyonu

yapilmaistir.
Siddetli Akut Siirekli Hipoksi (SASH) Grubu:

Tablo 3.2. Siddetli Akut Stirekli Hipoksi Deney Grubu

Durum: Siddetli Akut Siirekli Hipoksi (SASH)
SASH_CON SASH_DMSO | sASH_CGS SASH_MSX-3
Tedavi tedavi yok DMSO CGS21680 MSX-3
O, ylizdesi 10% 10% 10% 10%
Tedavi giinleri yok 7 giin boyunca | 7 giin boyunca | 7 giin boyunca
WBP 6l¢iimii 8. giin 8. giin 8. giin 8. giin
NGrup_TopIam 10 10 10 10 40

Siddetli Akut Siirekli Hipoksi grubu 4 gruba boliinmiistiir. Denekler i¢in kullanilan
ilaglar, ilag giinleri, maruz birakilan O, yiizdesi ve WBP 6l¢iimiiniin yapildigi giinler

yukaridaki tabloda Ozetlenmis ve asagida kisa agiklamalari yapilmistir. Her alt
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grubun WBP &l¢iimii 7. giin sonunda “Hipoksik WBP Olgiim Protokolii” ne gore

yapilmustir.

Siddetli Akut Siirekli Hipoksi Kontrol (SASH_CON): Normobarik odada 7giin
stiresince %10 Oz’¢ maruz birakilmis siganlara (n=10) ila¢ uygulamasi

yapilmamigtir.

Siddetli Akut Siirekli Hipoksi DMSO (SASH_DMSO): Normobarik odada 7giin
stiresince %10 Oy’¢ maruz birakilmig sicanlar 2 gruba (n=10/2) ayrilip, her giin
CGS21680 dozu (n=5) ile MSX-3 (n=5) dozu esdegerinde serum fizyolojik
enjeksiyonu yapilmistir.

Siddetli Akut Siirekli Hipoksi CGS (SASH_CGS): Normobarik odada 7giin siiresince
%10 Oj’¢ maruz birakilmis siganlara (n=10) her giin CGS21680 enjeksiyonu
yapilmustir.

Siddetli Akut Siirekli Hipoksi MSX-3 (SASH_MSX-3): Normobarik odada 7giin
stiresince %10 Oy’e maruz birakilmis siganlara (n=10) her giin MSX-3 enjeksiyonu

yapilmaistir.
Ila¢ Dozlan

Olusturulan deney gruplarinda belirtilen giinlerde yapilan enjeksiyon dozlar1 asagida

aciklanmustir.

1. DMSO: DMSO (DMSO; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) uygulanacak
sicanlarda ise i.p. 100 ml de 40 ml olarak diliie edlimis %40’ ik DMSO 1 uL.
kg-1 enjeksiyon yapilmustir.

2. A2AR agonisti: CGS 21680 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); 50uM
dimethyl- sulfoxide igerisinde ¢Oziinmiis intraperitonal (i.p.) 1 pL .kg-1
enjeksiyon yapilmistir.

3. A2AR antagonisti: Ester disodium salt; MSX-3 (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA). 50uM DMSO igerisinde ¢oziinmiis intraperitonal (i.p.) 1 uL .kg-1

7 giin boyunca enjeksiyon yapilmistir.
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Ventilasyon Parametrelerinin Ol¢ciimleri

Hipoksi modellerinin olusturulmasinin ardindan hipoksinin ventilasyona tepkisini
Olgmek amaciyla barometrik biitiin viicut pletismografi (WBP) (model PLY3213;
Buxco Electronics, Wilmingtan, NC) kullanilmigtir.  Denekleri  WBP’e
yerlestirmeden oOnce Drorbaugh ve Fenn denkleminde yer alan parametreler
dakikadaki frekans (nefes/dak), ventilasyon (ml.min-1 .100g-1) ve tidal voliim
(ml/100 g) degerlerinin belirlenmesi i¢cin  kullanilmistr. Bu parametreler;
pletismograf i¢ sicakligi, sicanmn viicut sicakligr ve viicut agirligi, cevresel ve

normobarik odanin i¢ basincidir.

Normoksi ve de hipoksi kosullarma maruz birakilan siganlar WBP odasina
birakilmistir. Sonrasinda ise basmgli havanin 3 L/dk' lik akis ile normobarik odalara
gitmesi saglanmustir.  Kiitle akis kontrolorii kullanilarak solunan havanin gaz
komposizyonunun kontrolii, O, ve CO; miktarlarinin degisiminin ayarlanmasi ve
CO; birikiminin oniine gegilmesi saglanmigtir. Siganlarm 30 dk boyunca
aklimatizasyonu saglandiktan sonra fizyolojik Olgiimlere baslanmistir. Solunum
parametreleri tasarlanan zaman periyodlar: igerisinde diizenli olarak O6l¢tilmistiir.
Sicanlarin sakin veya uyanik oldugu zamanlar analiz i¢in degerlendirmeye alinmistir.
Verilerin kabul edilebilir olmasi igin viicut hareketinin olmadig1 ama gozlerin agik
oldugu ayn1 zamanda bilgisayar monitoriinde standart bir solunum mekanizmasinin
stirekli ~ olarak  go6zlendigi  boliimler  degerlendirmeye  alinmustir.  Veri
optimizasyonunun saglanmasi amaciyla Sicanlarmn uyku halinde oldugu veya

uyudugu zamanlardaki veriler kullanilmamustir.
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Sekil 3.2. Ventilasyon 6l¢limlerinin anlik kayit goriintiisii.
Doku Perfiizyonu, Dokularin Cikarilmasi ve Kesitlerinin Alinmasi

WBP 6l¢limiiniin sonrasinda deney gruplarindaki si¢anlar anestezi altina alimmustir.
Agr1 uyarimi parmak uglarindan verilmistir. Tepki alinmamasi iizerine anestezi hali
dogrulanmustir. Otanazinin sonrasinda intraperitonel (i.p.) olarak 0.4 ml heparin
(1000 tinite/ml) verilmistir. Birkag dakika beklenilmistir. Viicuttaki tiim kan
uzaklastirilana kadar siganlar sol ventrikiil/aortik kateterizasyon ile tuz tamponu
(0.01 M, PBS tablet, Sigma Aldrich pH= 7.4) ile perfiize edilmistir. Sonrasinda ise
%4’ liikk paraformaldehit tamponuyla perfiize edilmistir. Perflizyonun ardindan NTS
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bdlge i¢in beyin sap1 medulla ve frenik motor néron analizi igin ise spinal kord (C3-
C5) dokular: ¢ikartilmistir. Cikarilan bu dokular bir ya da iki giin +4°C derecede
bulunan PBS i¢inde ¢6ziinmiis %2’lik paraformaldehit tamponu igine konulmustur.
Sonrasinda PBS’te ¢oziinmiis %30’luk siikroz ¢6zeltisine dokular gegirilmistir. Bu
soliisyon igerisinde doku batana kadar +4°C’de 2 ya da 3 giin bekletilmistir. Dokular
teneke kutu igerisinde bulunan sivi nitrojen kabina sarkitilarak bir mantar pargasina
otutturulmustur. Doku yapistirict O.C.T. Compound ile izopentan igerisinde
dondurulma islemi tamamlanmistir. Dondurulan dokular -80 0°C derecede
saklanmustir. Tiim dokular hazir oldugunda transvers kesitleri almak igin -20°C
derecedeki donduruculu karyostat kullanilmistir. Bu kesitler 20 pm kalinhiginda
alinmigtir. Ttim dokular daha sonra immiinofloresan boyama yontemi ¢alisilmak igin

-20°C derecede muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Doku preperatlar1 bir mantar parcasina otutturularak doku yapistirict O.C.T.
Compound ile dondurulma iglemi.
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Sekil 3.4. Donduruculu karyostat kullamlarak -20°C derecede 20 pm kalinliginda transvers
kesitler alinma iglemi.

Immunofloresan Boyama ve Floresan Mikroskobuyla Gériintiileme Islemi

Gruplardaki siganlardan alinip sabitlenmis olan medulla ve spinal kord kesitleri 10
slaytin iizerine yerlestirilmistir. 10 slayttan 7 tanesi analiz i¢in kullanmistir. 3 tanesi
de yedek olmasi igin saklanmistir. Oncelikle doku kesitleri 3 kez x 5 dakika PBS ile
yikanmustir. Sonrasinda membran permeabilizesi amaciyla PBS’te ¢oziinmiis %0.5
Triton X-100 icinde 60 dakika boyunca bekletilmistir. Permeabilizasyonun
sonrasinda doku kesitleri PBS ile 3 kez x 5 dakika yeniden yikanmistir. Blok
tamponu (PBS i¢inde %5 serum) kullanilarak nonspesifik fluorofor baglayici
bolgeler 60 dakika siiresince bloklandi. Bloklama isleminin sonrasinda slaytlar
c¢ikarilarak soliisyonun fazla kisminm alinmasi amaciyla 6zenli bir bi¢imde slaytin
arkas1 ve etrafi silinmistir. Sonrasinda slatlar nem odalarma konmus ve BDNF; 1/200
(Invitrogen BDNF Polyclonal Antibody), pERK; 1/200 (Phospho-pERK (Thr982)
Polyclonal Antibody) veya pAKT; 1/200 (Phospho-Akt (Ser473) Antibody),
konsantrasyonlarinda kullanilan primer antibadiler her biri i¢in ayr1 ayr1 doku
kesitlerinin  iizerine eklenmistir. Primer antibadilerin  slaytlarm yiizeyine

eklenmesinden sonra nem odalarinda +4 °C’ de 48 saat siiresince bekletilmistir.
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Antibadi ile islem gormiis slaytlar PBS ile 3 kez x 5 dakika yikanmistir. Sonrasinda
tekrardan soliisyon fazlaliginin giderilmesi i¢in dikkatli bir sekilde slayt arkasi ve
kenarlar1 silinerek kurulanmistir. Kurulama igleminin ardindan slaytlar nem odalarina
yerlestirilmis ve bu defa sekonder goat anti-rabbit antibodi kokteyli doku kesitlerinin
tizerine eklenmistir Floroforun 1sigin verecegi hasart onlemek i¢in nem odalari
alimiinyum folyo kullanilarak kaplanmistir. Karanlik ortamda bulunan slaytlar 2 saat
stiresince oda sicakliginda bekletilmistir. Bekletilen slaytlar yeniden PBS ile 3 kez x
5 dakika yikanmistir. Boyanan doku slaytlar1t DAPI (Thermo, ProLong™ Gold
Antifade Mountant with DAPI) ile kaplanip, gece boyunca kurutulmus ve kenarlar1
kapatilmistir. Bu calismada; BDNF, pAKT ve pERK hiicre i¢i sinyal kaskadinda yer
alan proteinlerin NTS ve pMN lizerinde lokalizasyon ve miktar tayini
immunefloresan yontem ile goriintii analizleri yapilmistir.  Goriintillemek igin
spektral dekonvoliisyon floresan mikroskop (ZEISS AxioScop, Germany)
kullanilmistir ve mikroskopta 10x ve 20x biyiitme kesitleri kullanilmistir.
Siganlardan alinan beyin sap1 kesitlerinden dorsal medulladaki kemosensitif solunum
merkezi olarak islev goren niikleus traktus solitarius (NTS) alan1 ve spinal kord
kesitlerinden frenik motor néron alaninin goriintiileri alimmustir. Biitiin gruplardan 7
adet primer slayt kesitleri tizerindeki 10 doku kesiti (toplamda her grup i¢in 7 x 10=
70 medulla doku kesiti ve 70 spinal kord doku kesiti) kullanilarak yogunluk analizi
yapilmistir. Emisyon ayarlart DAPI i¢in 425-475nm olarak tespit edilmistir.
Bregmaya gore belirlenen alanlarda; -13.3, -13.5, -13.8, ve -14.08 olmak iizere
toplam dort seviyede postrema alanmin biiyiikliigii isaretleyici olarak kullanilmistir
ve NTS i¢in preperatlar iizerinde hiicreler sayilmistir. Rostral boliim postrema
alaninin altinda, 4.ventriikiiliin baslangici civarindaki obex seviyesinde (~Bregma -
7.20mm) ve geri kalan boliimler 180um daha kaudalda (~Bregma-7.40mm) olmak
tizere tiim kesitler 3 niikleinin bolimlerini kapsamaktadir. Spinal kord Kkesitleri i¢in
ise frenik sinir bolgesi CtB kullanilarak floresan isaretlenmesi yapilmistir. Cekilen
goriintiiler noronlarin floresan yogunlugu kullanilarak Image J (FIJI; software v.

2.0.0) programinda analiz edilmistir.
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Sekil 3.5. Yikama 6ncesinde primer slayt iizerindeki doku kesiti goriintiisii.
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Sekil 3.6. Spektral dekonvoliisyon floresan mikroskobu kullanilarak 10x ve 20x biiyilitme ile
kesit {izerinde NTS ve frenik motor néron gortintiileme islemi.

Istatistikler

Biitiin istatistikler ham veriler T{izerinden degerlendirilmistir. Veriler grup
ortalamalar1 + SEM (ortalamanin standart hatasi) seklinde sunulmustur. Istatistik
Analiz PRISM (Graphpad Software Inc., Version 9.0.1 (221)) programi kullanilarak
yapilmustir (Berry ve ark., 2010). Ventilasyon verileri Bonferroni’nin test sonrasi 2-
yonli ANOVA yontemiyle analiz edilmistir. Bonferroni’nin test sonrasi 2- yonlii
ANOVA normoksi ve hipoksi siiresince gelisen protein salinimi control grubuna
gore ip. DMSO, ip. CGS21680 ve ip. MSX-3 etkisini degerlendirmek icin
kullanilmistir. Kullanilan istatistiksel yontemler, p-degerleri ve semboller her sekil
icin not edilerek anlamli olarak kabul edilebilmesi igin p<0.05 degeri elde

edilmelidir.
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4. BULGULAR

4.1. Akut Hipoksik Ventilatuar Cevap
4.1.1.Orta Siddetli Akut Siirekli Hipoksik Ventilatuar Cevap

WBP 6l¢iimii 6ncesinde 7 glin boyunca normoksik ortamda (21% O2) A2AR agonist
ve antagonisti uygulanan deneklerin 8. giinlerinde akut siirekli hipoksiye maruz
biraktik ve normoksik HVR iizerine etkisini iki farkli hipoksi seviyesinde gosterdik.
WBP 6l¢iim protokoliine uygun olarak orta siddetli akut siirekli hipoksi (mASH)
grubu 13% O, ve siddetli akut siirekli hipoksi (SASH) grubu 10% O, seviyelerine
maruz birakildi. Bu iki ana grubun alt gruplarmin (CON, DMSO, CGS ve MSX-3)
hem grup i¢i (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2.) hem de hipoksi seviyesine gore gruplar arasi
karsilastirmalarinin  (Sekil 4.3.) ventilasyon (V) ve ventilasyon bilesenleri olan
solunum frekans1 (fR) ve tidal volim (Vt) parametrelerindeki degisimleri WBP
Olciimii ile gosterildi. mASH grubunun alt gruplarinin karsilastirmasinda orta siddetli
akut siirekli hipoksiye maruz kalan deneklerin normoksik HVR ve HVR sonrasi
normoksi (postHVR) i¢in farkliliklarmin gosterilmesi i¢in ventilasyon ve ventilasyon
bilesenlerinin degisimleri Sekil 4.1 de gosterildi. Buna gore (A) fR’ da hipokside
DMSO grubuna gore CGS grubunda anlamli artis bulundu. (B) Vt’ de hipokside
CON grubuna gére DMSO grubunda ve CGS grubuna gére MSX-3 grubunda
anlaml artig, DMSO grubuna gore MSX-3 grubunda anlaml azalis bulundu. (C) V°
de hipokside CON, DMSO ve MSX-3 grubuna gore CGS grubunda anlamli artig
bulundu. Ventilasyon ve ventilasyon bilesenleri ilizerinde mASH sonrasinda

normoksiye doniildiigiinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi.
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Sekil 4.1. Orta siddetli akut siirekli hipoksi (mASH) grubuna ait alt gruplarm WBP
tekrarlayan ol¢iimleri. (A) Solunum frekansi (fR) orta siddetli hipokside (13% O2), DMSO
grubuna gore CGS grubunda anlaml artig vardir. Normokside gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmadi. (B) Tidal Voliim (Vt) orta siddetli hipokside (13% O2), CON ve MSX-3
gruplarma gore DMSO grubunda, CGS grubunda MSX-3 grubuna gore anlamli artis vardir.
(C) Ventilasyon (V) orta siddetli hipokside (13% O2), CGS grubu tiim gruplara gore anlaml1
olarak artig vardir, diger gruplarin arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. p<0,05, Ordinary
Two Way Anova testi sonrasi Bonferroni's multiple comparisons testi. (Kontrol; CON
(N=9), Dimetil siilfoksit; DMSO (N=8), A2AR agonisti CGS21680; CGS (N=9), A2AR
antagonisti MSX-3; MSX-3 (N=9)).

4.1.2. Siddetli Akut Siirekli Hipoksik Ventilatuar Cevap

SASH grubunun alt gruplarmin karsilastirmasinda siddetli akut siirekli hipoksiye
maruz kalan denklerin normoksik HVR ve HVR sonrasi normoksi (post-HVR) i¢in
farkliliklarinin gosterilmesi i¢in ventilasyon ve ventilasyon bilesenlerinin degisimleri
Sekil 4.2°de gosterildi. Buna gore (A) fR’da hipokside gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmadi. SASH sonrasinda normoksiye doniildiigiinde CON grubuna gore
DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda anlamh artis bulundu. (B) Vt’ de, hipokside
CON, DMSO ve MSX-3 gruplarina gére CGS grubunda anlamli artis bulundu. SASH
sonrasinda normoksiye doniildiigiinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadi. (C) V’ de hipokside CON, DMSO ve MSX-3 grubuna gore CGS
grubunda anlamli artig bulundu. sASH sonrasinda normoksiye doniildiigiinde CON

ve DMSO gruplarma gore CGS ve MSX-3 gruplarinda anlamlr artis bulundu.

36



A B = c - O  sASH_CON
180 — w7 = L @  sASH DMSO
3 1— = % geoged T e A SASH CGS
__ 160 312' A X ] 4 T W sASH _MSX3
*
R v ¥ {1 - c 1400 e
o * 1\ . b ] ¢
@ 140 E s £ 1 T
x | A < ] E 1200—- Te Y T
120 o) > 8- d A >
{' ¢ b ehv 1000 ®
100 6 T 800 T T

T T T
10% 21% 10% 21% 10% 21%

Sekil 4.2. Siddetli akut siirekli hipoksi (sASH) grubuna ait alt gruplarin WBP tekrarlayan
Olgtimleri. (A) Solunum frekansi (fR) siddetli hipokside (10% O2) gruplar arasinda anlaml
bir farklilik bulunmadi. Normokside CON grubuna gére DMSO, MSX-3 ve CGS gruplarinda
anlamli artis bulundu. (B) Tidal Voliim (Vt) siddetli hipokside (10% 0O2), CGS grubunda
CON, DMSO ve MSX-3 grubuna goére anlaml artis vardir. Normokside gruplar arasinda
anlamli bir farkliik bulunmadi. (C) Ventilasyon (V) siddetli hipokside (10% 02), CGS
grubunda tiim gruplara gore anlamli artig bulundu. Normokside CGS ve MSX-3 gruplarinda
CON ve DMSO gruplarma goére anlamli artis bulundu. P <0,05, Ordinary Two Way Anova
testi sonrast Bonferroni's multiple comparisons testi. (Kontrol; CON (N=9), Dimetil
siilfoksit; DMSO (N=8), A2AR agonisti CGS21680; CGS (N=8), A2AR antagonisti MSX-3;
MSX-3 (N=9)).

4.1.3. Hipoksik Siddete Bagimh Akut Siirekli Hipoksik Ventilatuar Cevaplarin

Karsilastirmasi

Farkli hipoksi seviyelerinde akut siirekli hipoksiye maruz kalan deneklerde
agonist/antagonist uygulamasiyla reseptor aktivasyonu veya blokajinin hipoksik 30
uyaranin siddetine bagimli olarak ventilasyon ve ventilasyon bilesenleri lizerindeki
degisimlerin gruplar arasi karsilastirmalar1 Sekil 4.3.’te gosterildi. Orta siddetli ve
siddetli hipoksi karsilastirmasinda fR’da (Sekil 4.3. (A-D-G-J)) MSX-3 grubunda
mASH grubuna gore sSASH grubunda anlamli azalis bulundu. Diger gruplar arasinda
anlamli bir farklilik bulunmadi. Hipoksi sonrasinda normoksiye doniildiigiinde
DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda mASH grubuna gére sASH grubunda anlamli
artis bulundu. Orta siddetli ve siddetli hipoksi karsilastirmasinda Vt’ de (Sekil 4.3.
(B-E-H-K)) CON, CGS ve MSX-3 gruplarinda mASH grubuna goére sASH grubunda
anlamli artig bulundu. Hipoksi sonrasinda normoksiye doniildiigiinde CON ve MSX-
3 gruplarinda mASH grubuna gore sASH grubunda anlamli artiy bulundu. Orta
siddetli ve siddetli hipoksi karsilastrmasinda V’ de (Sekil 4.3. (C-F-I1-L)) CON ve
CGS gruplarinda mASH grubuna gére sASH grubunda anlamli artis bulundu.
Hipoksi sonrasinda normoksiye doniildiigiinde tiim gruplarda mASH grubuna gore

sASH grubunda anlamli artig bulundu.
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Sekil 4.3. Akut siirekli hipoksi gruplarinin akut hipoksik siddete bagimli WBP tekrarlayan
Ol¢timlerinin karsilastirmasi. (A-D-G-J) Solunum frekans: (fR) akut hipokside (hypoxia)
sadece MSX-3 grubunda mASH’ de, sASH’ ye gore anlamli artig vardir. Diger gruplar
arasinda hipoksinin siddetine bagimli anlaml bir farklilik bulunmadi. Normokside DMSO,
CGS ve MSX-3 gruplarinda sASH’ de, mASH’ ye gore anlamli artis vardir. (B-E-H-K) Tidal
Volim (Vt) akut hipokside (hypoxia) CON, CGS ve MSX-3 grubunda sASH’ de, mASH’ ye
gore anlamli artig vardir. Normokside CON ve MSX-3 gruplarinda sASH’ de, mASH’ ye
gore anlamli artis vardir. (C-F-I-L) Ventilasyon (V) akut hipokside (hypoxia) CON ve CGS
grubunda sASH’ de, mASH’ ye gore anlamli artig vardir. Normokside tiim gruplarda sASH’
de, mASH’ ye gore anlamli artig vardir. (Kontrol; CON, Dimetil siilfoksit; DMSO, A2AR
agonisti CGS21680; CGS, A2AR antagonisti MSX-3; MSX-3. mASH; orta siddetli (13%
0,) akut hipoksi, sASH; siddetli (10% O2) akut hipoksi, Hypoxia; hipoksi siddeti (13% veya
10% 0,)).
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4.2. NTS’nin IF goriintiileri

BDNF DAPI pAKT
) -
- -
CGS
MSX-3

Sekil 4.4. mASH grubunda BDNF-pAKT boyamasi sonrasi NTS goriintiileri

Sekil 4.4.’te mASH grubunda; [F yontemiyle boyanan beyin sap1 dokusunun CON
(Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pAKT boyamasi

sonrasinda NTS nin x20°daki goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.5. mMASH grubunda BDNF-pERK boyamasi sonrast NTS goriintiileri

Sekil 4.5.te mASH grubunda; IF yontemiyle boyanan beyin sap1 dokusunun CON
(Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pERK boyamasi

sonrasinda NTS nin x20°daki goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.6. SASH grubunda BDNF-pAKT boyamasi sonrasit NTS goriintiileri

Sekil 4.6.’da sASH grubunda; IF yontemiyle boyanan beyin sap1 dokusunun CON
(Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pAKT boyamasi

sonrasinda NTS nin x20°daki goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.7. SASH grubunda BDNF-pERK boyamasi sonrasit NTS goriintiileri

Sekil 4.7.de sASH grubunda; IF yontemiyle boyanan beyin sap1 dokusunun CON
(Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pERK boyamasi

sonrasinda NTS nin x20°daki goriintiisii verilmistir.
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4.3. NTS’nin IF Merge Gdoriintiileri

10X 20X

CON

CGS

MSX-3

Sekil 4.8. mMASH grubunda BDNF-pAKT boyamasi sonrast NTS nin merge goriintiileri
Sekil 4.8.de mASH grubunda; IF yontemiyle boyanan beyin sap1 dokusunun CON
(Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pAKT boyamasi

sonrasinda NTS nin x10’daki ve x20’deki merge goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.9. mASH grubunda BDNF-pERK boyamasi sonrast NTS nin merge goértntiileri

Sekil 4.9.da mASH grubunda; IF yontemiyle boyanan beyin sap1 dokusunun CON
(Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pERK boyamasi

sonrasinda NTS’ nin x10’daki ve x20’deki merge goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.10. SASH grubunda BDNF-pAKT boyamasi sonrast NTS nin merge goérintiileri

Sekil 4.10.’da sASH grubunda; IF yontemiyle boyanan beyin sap1 dokusunun CON
(Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pAKT boyamasi

sonrasinda NTS’ nin x10’daki ve x20’deki merge goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.11. SASH grubunda BDNF-pERK boyamasi sonrast NTS nin merge goriintiileri

Sekil 4.11.’te sASH grubunda; IF yontemiyle boyanan beyin sap1 dokusunun CON
(Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pERK boyamasi

sonrasinda NTS’ nin x10’daki ve x20’deki merge goriintiisii verilmistir.
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4.4. NTS I¢in Istatistik Bulgular
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Sekil 4.12. NTS Icin Istatistik Bulgular1

Orta siddetli akut siirekli hipoksi grubunda; IF ydntemiyle boyanan beyin sapi
dokusunda NTS’de BDNF, pAKT boyamasi sonucunda BDNF kisminda kontrol
grubuna gore DMSO grubunda anlamli bir artig, kontrol grubuna gére CGS grubunda
anlamli bir artig ve kontrol grubuna gére MSX-3 grubunda anlamli bir artis

gozlenirken; pAKT kisminda anlamli bir farklilik gézlenmedi.

Orta siddetli akut siirekli hipoksi grubunda; IF yontemiyle boyanan beyin sap1
dokusunda NTS’de BDNF, pERK boyamasi sonucunda BDNF kisminda kontrol
grubuna gére DMSO grubunda anlamli bir artig, kontrol grubuna gére CGS grubunda
anlamli bir artiy ve kontrol grubuna goére MSX-3 grubunda anlamli bir artig
gozlenirken; pERK kisminda DMSO grubuna gére CGS grubunda anlamli bir artis

gozlendi.
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Siddetli akut siirekli hipoksi grubunda; IF yontemiyle boyanan beyin sap1 dokusunda
NTS’de BDNF, pAKT boyamasi1 sonucunda BDNF kisminda DMSO grubuna gore
CGS grubunda anlaml bir artis gézlenirken, pAKT kisminda kontrol grubuna gore
DMSO grubunda anlamli bir azalis, kontrol grubuna goére CGS grubunda anlamli bir

azalig, kontrol grubuna gére MSX-3 grubunda anlamli bir azalig gézlendi.

Siddetli akut siirekli hipoksi grubunda; IF yontemiyle boyanan beyin sap1 dokusunda
NTS’de BDNF, pERK boyamasi sonucunda BDNF kismimda DMSO grubuna gore
CGS grubunda anlamli bir artis gozlenirken, pERK kisminda anlamli bir farklilik

gbzlenmedi.

48



4.5. Frenik Motor Noronun IF Goriintiileri

Sekil 4.13. mMASH grubunda BDNF-pAKT boyamasi sonrast pMN goriintiileri

Sekil 4.13.te mASH grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik dokusunda (C3-C5)
CON (Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pAKT

boyamasi sonrasinda Frenik sinirin gectigi motor ndronlarin x20’deki goriintiisii

verilmistir.

49



BDNF DAPI pPERK

Sekil 4.14. mASH grubunda BDNF-pERK boyamasi sonrasi pMN goriintiileri

Sekil 4.14.’te mASH grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik dokusunda (C3-C5)
CON (Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pERK
boyamasi sonrasinda Frenik sinirin gectigi motor ndronlarin x20’deki goriintiisii

verilmistir.
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Sekil 4.15. SASH grubunda BDNF-pAKT boyamasi sonrasi pMN goriintiileri

Sekil 4.15.’te SASH grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik dokusunda (C3-C5)
CON (Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pAKT
boyamasi sonrasinda Frenik sinirin gectigi motor ndronlarin x20’deki goriintiisii

verilmistir.
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Sekil 4.16. SASH grubunda BDNF-pERK boyamasi sonrast pMN goriintiileri

Sekil 4.16.’da SASH grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik dokusunda (C3-C5)
CON (Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pERK
boyamasi sonrasinda Frenik sinirin gectigi motor ndronlarin x20’deki goriintiisii

verilmistir.
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4.6. Frenik Motor Noronun IF Merge Goriintiileri

10X 20X

CON
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Sekil 4.17. mASH grubunda BDNF-pAKT boyamasi sonrast merge pMN goriintiileri

Sekil 4.17."de mASH grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik dokusunda (C3-
C5) CON (Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pAKT
boyamas1 sonrasmnda Frenik sinirin geg¢tigi motor noronlarm x10’daki ve x20’deki

merge goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.18. mMASH grubunda BDNF-pERK boyamasi sonrasi merge pMN goriintiileri

Sekil 4.18.’te mMASH grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik dokusunda (C3-C5)
CON (Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pERK
boyamas1 sonrasinda Frenik sinirin geg¢tigi motor ndronlarin x10°daki ve x20’deki

merge goriintiisii verilmigtir.
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Sekil 4.19. SASH grubunda BDNF-pAKT boyamasi sonrasi merge pMN goriintiileri

Sekil 4.19.’da SASH grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik dokusunda (C3-C5)
CON (Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pAKT
boyamas1 sonrasinda Frenik sinirin geg¢tigi motor noronlarm x10’daki ve x20’deki

merge goriintiisii verilmigtir.
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Sekil 4.20. SASH grubunda BDNF-pERK boyamasi sonras1 merge pMN goriintiileri

Sekil 4.20.’de SASH grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik dokusunda (C3-C5)
CON (Kontrol), DMSO, CGS ve MSX-3 gruplarinda BDNF, DAPI ve pERK
boyamas1 sonrasinda Frenik sinirin geg¢tigi motor ndronlarin x10°daki ve x20°deki

merge goriintiisii verilmigtir.
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4.7. Frenik Motor Néron icin Istatistik Bulgulan
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Sekil 4.21. Frenik Motor Néron (pMN) I¢in Istatistik Bulgulari

Orta siddetli akut siirekli hipoksi grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik
dokusunda (C3-C5) pMN’da BDNF, pAKT boyamasi sonucunda BDNF kisminda
anlamlh bir farklilik gézlenmezken; pAKT kisminda DMSO grubuna gére CGS
grubunda anlamli bir artig ve agonist grubuna gore antagonist grubunda anlamli bir

azalis gozlendi.

Orta siddetli akut siirekli hipoksi grubunda; IF yOntemiyle boyanan omurilik
dokusunda (C3-C5) pMN’da BDNF, pERK boyamasi sonucunda BDNF kisminda ve
pERK kisminda anlamli bir farklilik gézlemlenmedi.

Siddetli akut stirekli hipoksi grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik dokusunda
(C3-C5) pMN’da BDNF, pAKT boyamasi sonucunda BDNF kisminda anlamlt bir
farklilik gozlenmezken; pAKT kisminda kontrol grubunda gére DMSO grubunda
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anlamli bir azalig, kontrol grubuna gére CGS grubunda anlamli bir azalis, DMSO
grubuna gére MSX-3 grubunda anlamli bir artis ve CGS grubuna gore MSX-3

grubunda anlamli bir artis gézlendi.

Siddetli akut siirekli hipoksi grubunda; IF yontemiyle boyanan omurilik dokusunda
(C3-C5) pMN’da BDNF, pERK boyamasi sonucunda BDNF kisminda anlamli bir
farklilik gozlenmezken; pERK kisminda kontrol grubunda gore CGS grubunda
anlaml bir artis ve CGS grubuna goére MSX-3 grubunda anlamli bir azalis gozlendi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Devam eden nefes alma siireci, memeli yasami i¢in gerekli olan gaz degisiminin
temelini olusturur. Her bir solunum dongiisii, akciger sigsmesine duyarh
mekanoreseptor geri bildirimi ve kan ve dokulardaki gaz bilesimine bagl
kemoreseptor geri bildirimi dahil olmak {izere ¢esitli modiilatér sinyaller tarafindan
sekillendirilen beyin sapindaki ritmik noral devrelerin aktivitesinden kaynaklanir
(Molkov ve ark., 2017). Memelilerde solunum hareketlerini iireten ritmik noral
aktivite, beyin sapmda bulunan 6zellesmis ndronal aglar solunum merkezi model
iretecisi tarafindan tretilir. Bu ritmik aktivite, pons ve medullanin tanimlanmis
bolgeleri i¢inde uzamsal olarak dagilmis olan solunum merkezi model iiretecisinde
yer alan noronal popiilasyonlarin i¢sel biyofiziksel 6zelliklerinden ve aralarindaki
sinaptik etkilesimlerden ortaya ¢ikar (Molkov ve ark., 2017). Normal nefes alma
sirasinda ritmik motor paterni lic noral aktivite basamaklarindan meydana gelir.
Bunlardan ilki inspirasyon, ikincisi inspirasyon sonrasi veya ekspirasyonun ilk
asamasi, son olarak {¢iinciisii ise ekspirasyonun sonraki veya ikinci asamasidir
(Molkov ve ark., 2017). Bu temel ti¢ fazli motor model, beyin sap1 solunum merkezi
model iireteci devreleri tarafindan yonlendirilen ve kontrol edilen ¢ok sayida beyin
sap1 ve spinal motor néron popiilasyonunun koordineli aktivitesini yansitir. Bu motor
¢ikt1 ndronlari, iist solunum yollarinin kaslarini kontrol eden beyin sapindaki kranial
motondronlar1 (6rnegin, hipoglossal, glossofaringeal, laringeal kaslar) ve omurilik
diizeyinde solunum pompasmin kaslarmi innerve eden motondronlar1 (diyafram,
torasik interkostal ve karin kaslar1) igerir (Molkov ve ark., 2017). Bu aktivite
hipoksiye maruziyetle etkilenir. Akut hipoksi ile karotis kemoreseptor aktivitesinin
arttig1 belirtilmistir (Navarrete-Opazo ve Mitchell, 2014). Boylece klasik bir negatif

geri besleme dongiisii tarzinda nefes almayi arttirir. Bu karmagik yanit, farkli zaman



alanlarinda isleyen ¢ok sayida farkli noral mekanizmayr yansitir. Bu farkh
mekanizmalar1 farkli sekilde ortaya cikaran faktorler arasinda hipoksi paterni
(aralikli veya siirekli), maruz kalma siiresi (dakikalardan giinlere) ve hipoksik
uyaranin siddeti yer alir. Poikilokapnik hipoksi, hipoksiye bagl stimiilasyonu
yansittig1 i¢in hipoksiye verilen ventilatuar yanit1 maskeler ve sonugta ortaya ¢ikan
hipokapniden ventilatuar inhibisyon ile dengelenir (Navarrete-Opazo ve Mitchell,
2014). Son zamanlarda yapilan birka¢ ¢alisma, siganlarda ve farelerde adenozin
seviyesini artigiyla beraber ventilasyonun arttigin1 géstermistir (Chen ve ark., 2009).
Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir ¢alismada ratlar 20 dakika normoksiye ve
20 dakika hipoksiye (%10,5) maruz birakildi (Navarrete-Opazo ve ark., 2017). Bu
calismaya gore; AlH, tek basina veya A2A reseptorii inhibisyonu ile kombinasyon
halinde normoksi veya hipoksi sirasinda herhangi bir zamanda solunum frekansi
tizerinde higbir etkiye sahip olmadigi gosterildi. Yani Solunum frekansinin, A2A
antagonisti ile birlikte AIH’dan etkilenmedigi belirtildi. A2A inhibisyonun, AlIH ile
artan tidal hacmi arttirdig1 gosterildi. Ayni1 zamanda A2A reseptdrii inhibisyonun,
kontralateral diyaframda AIH kaynakli hiposi yanitini ve diyafram motoru

iyilesmesini arttirdigi gosterilmistir (Navarrete-Opazo ve ark., 2017).

Bizim ¢alismamizda ise akut siirekli hipoksi (13% O, veya 10% O,) ve normoksi
(%21 O,) ortamda A2AR agonist ve antagonisti uygulanan deneklerin hipoksik HVR

iizerine etkisini iki farkli akut siirekli hipoksi seviyesinde gosterdik.

Orta siddetli olarak adlandirdigimiz akut siirekli hipoksi grubunun alt gruplarinda
kontrol ve ¢alisma gruplar1 arasinda; ventilasyonda orta siddetli hipokside (13% 0O2),
CGS grubunda tiim gruplara gore anlamli bir artis varken, diger gruplar arasinda
anlamli bir farklilik bulunmadigi gosterilmistir. Ventilasyon bilesenlerinden biri olan
solunum frekansinda, DMSO grubuna gore CGS grubunda anlamli artig varken,
normokside gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadigi belirtilmistir. Bir diger
ventilasyon bileseni olan tidal voliimde ise, CON ve MSX-3 gruplarma gére DMSO
grubunda, CGS grubunda MSX-3 grubuna gore anlamli artis oldugu gosterilmistir.
Adenozin 2A reseptor aktivasyonu ile hem hipoksi hem de normokside ventilasyonu

kontrol grubuna gore anlamli olarak artmasi, adenozin reseptor aktivasyonunun hem
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hipokside hem de hipoksiden sonra normoksiye doniildiigli zaman gerekli oldugunu

gostermektedir.

%13’den %10 O, seviyesine inilerek hipoksinin siddetini arttirdigimiz akut siirekli
hipoksi grubunun alt grubunda kontrol ve ¢aligma gruplar1 arasinda; ventilasyonda
CGS grubunda tiim gruplara gore anlamli artis bulunurken, normokside CGS ve
MSX-3 gruplarinda CON ve DMSO gruplarina goére anlamli artig bulundugu
gosterilmistir. Ventilasyon bilesenlerinden biri olan solunum frekansinda, gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmazken, normokside CON grubuna gére DMSO,
MSX-3 ve CGS gruplarinda anlamli artis bulundugu belirtilmistir. Bir diger
ventilasyon bileseni olan tidal voliimde ise, CGS grubunda CON, DMSO ve MSX-3
grubuna gore anlamli artig varken, normokside gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadigi gosterilmistir. Buradan edindigimiz sonuglara goére hipoksinin
siddetinin artmas1 ile adenozin reseptor agonisti olan CGS grubunun diger biitiin
gruplara gore ventilasyondaki artis1 hipoksi boyunca adenozin saliniminin arttigmi

gostermektedir

Gq ve Gs protein- bagh reseptor yolaklar1 arasinda ¢apraz konusmayi gosteren gok
sayida literatiir vardir (Hoffman ve ark., 2010). Gs -protein-bagli A2a reseptorlerinin,
Tirozin kinaz B (TrkB) protein sentezini indiikledigini ve respiratuar motor kontrolii
ile baglantili servikal spinal bolgelerde olgunlasmamis TrkB izoformunun
transaktivasyonunu indiikledigini gostermektedir. Frenik motonoéronlarda veya
yakininda TrkB isleminin fonksiyonel sonucu, akut aralikli hipoksiden sonra
BDNF’ye bagli frenik uzun vadeli kolaylastirmaya benzer siire ve biiyiikliikte saglam
bir frenik motor kolaylastirmasidir (Golder ve ark., 2008). S yolu BDNF sentezinden
bagimsizdir ve olgunlagsmamig bir TrkB izoformunun yeni sentezine dayanir. S yolu
EPAC, Akt ve mTOR sinyali; Q yolu ERK ve PKCO gerektirir. Fakat mTOR sinyali
gerektirmez. Bu nedenle, pMF’ye giden Q ve S yollar1 tamamen farklidir, ancak
fenotipik olarak benzer pMF ile sonuglanir (Agosto-Marlin ve ark., 2017). BDNF’yi
kiiclik, daha kolay iletilen bir molekiille simiile etme yetenegi, A2A reseptor
agonistlerinin, 6rnegin servikal spinal yaralanmanin neden oldugu solunum motor
aciklarmin tedavisinde Onemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir

(Golder ve ark., 2008). GPCR antagonistlerinin kronik hipoksi sonrasi ile
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karsilastirildiginda farkli etkileri, sirastyla SHT2 ve A2A reseptorleri tarafindan
aktive edilen Gq ve Gs yollar1 arasindaki g¢apraz konusma inhibisyonundaki
degisikliklerle agiklanabilir (Moya ve Powell, 2018).

Bu ¢alismamizdan aldigimiz sonuglara gore, orta siddetli akut siirekli hipokside
(%13) ventilasyonda agonist grubunda (CGS) diger gruplara gore anlamli bir artis
gozlendi. Benzer sekilde orta siddette akut siirekli hipoksiye maruz birakilan
sicanlarin NTS’sinde BDNF yogunlugunda kontrole gore agonist (CGS) grubunda
anlamli bir artis gozlendi. Fakat pAkt grubunda anlamli bir farklilik gézlenmezken
PERK yogunlugunda DMSO grubuna gore antagonist grubunda (MSX-3) anlamli bir
artty gbézlendi. NTS’deki BDNF sonuglarina goére orta siddetli hipokside
ventilasyonun Gq yolagiyla dengeli bir artis iginde olabilecegini sdyleyebiliriz.
PERK sonuglarina gore ventilasyonda adenozin aktivasyonuyla artis gézlenirken
PERK yogunlugunun adenozin blokajiyla arttigini sdyleyebiliriz. Burada yolagin

Gq’ya kaymis olabilecegini sdyleyebiliriz.

Orta siddetli akut siirekli hipokside (%13) Frenik motor ndrondan aldigimiz
sonuglara gore; ventilasyonda agonist (CGS) grubunda kontrol (CON), DMSO ve
antagonist (MSX-3) gruplarma gore anlaml bir artis gozlendi. BDNF ve pERK
yogunlugunda anlamli bir farkhilik gozlenmezken, pAkt yogunlugunun agonist
(CGS) grubunda kontrol (CON) ve antagonist (MSX-3) gruplarina gére anlamli bir
artis i¢inde oldugu gozlendi. Buna gore orta siddetli akut siirekli hipoksi (%13)
uygulanan frenik motor noronlarda pAkt de gordiigiimiiz benzer sonuglara bakacak
olursak ventilasyonun Gs yolagiyla dengeli bir artis icinde olabilecegini

sOyleyebiliriz.

Siddetli akut siirekli hipoksiye (%10) maruz birakilan siganlarin ventilasyon
sonu¢larma gore agonist (CGS) grubunda kontrol (CON), DMSO ve antagonist
(MSX-3) gruplarma gore anlamli bir artis gozlendi. Siddetli akut siirekli hipoksiye
maruz kalan siganlarin NTS’sinde BDNF yogunlugunda benzer sekilde agonist
(CGS) grubunda DMSO grubuna gore anlamli bir artiy gozlenmistir. pAkt
yogunlugunda ise kontrol grubuna gore agonist (CGS) grubunda anlamli bir azalis
gozlenmekteyken pERK sonuglarinda anlamli bir farklilik gdzlenmedi. BDNF

sonuglarindan yola c¢ikarak; siddetli akut siirekli hipoksiye maruziyet sonrasinda
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NTS’de BDNF yogunlugunun dengeli bir iliskisinden s6z edebiliriz ama pERK’te
anlaml bir farklilik olmadig1 i¢in bu dengelenmis iliskinin pERK’i aktive etmeye
yetecek kadar yiiksek olmadigii soyleyebiliriz. pAkt sonuglarindan yola ¢ikacak
olursak siddetli akut siirekli hipoksiye maruziyet sonrasinda ventilasyonun adenozin
aktivasyonun artisiyla arttigini ama pAkt yogunlugunun, adenozin agonisti (CGS)
grubunda anlamli bir azalis i¢inde oldugunu ifade edebiliriz. Yani burada hipoksi
siddeti arttikga Akt yogunlugunun 6nce artip sonra dengelenmesinden bahsedebiliriz.

Buna gore yolagin pAkt’den pERK’e dogru kaymis olabilecegini sdyleyebiliriz.

Siddetli akut siirekli hipoksiye (%10) maruz birakilan siganlarin Frenik motor
noronlarmdan aldigimiz sonuglara gore ventilasyon sonuglarina gore agonist (CGS)
grubunda kontrol (CON), DMSO ve antagonist (MSX-3) gruplarmna gore anlamli bir
artiy gozlendi. BDNF yogunlugunda anlamli bir farklilik goézlenmezken pAkt
yogunlugunda agonist (CGS) grubunda kontrol (CON) ve antagonist (MSX-3)
gruplarima gore anlamli bir azalis gézlenmistir. pPERK yogunlugunda ise agonist
(CGS) grubunda kontrol (CON) ve antagonist (MSX-3) gruplarina gére anlamli bir
artis gozlenmistir. Buna gore siddetli akut siirekli hipoksiye (%10) birakilan
sicanlarin frenik motor noronlarindan edindigimiz bilgilerle ventilasyonda Gs ve
Gq’nun birbirini ¢apraz konusma inhibisyonu yoluyla birbirleri tizerindeki zit

etkilesimden bahsedebiliriz.

Biitliin sonuglarimizda biz adenozini baskilagimiz ya da aktive ettigimiz zaman
serotoninin nasil bir etki edecegini bilemedigimiz igin serotoninin sonug¢larimiz
iizerindeki etkisini Ongoremeyiz. Ayrica ATP duyarliligimin sekonder etkisi
yiiziinden de sonuglarimizin etkilenmis olabilecegini de g6z 6niinde bulundurmamiz
gerekmektedir. Yani; Adenozin ATP adenozin monofosfata (AMP) enzimatik
kaatabolizmasi yoluyla olusur ve daha sonra ekto’5 niikleotidazlar tarafindan
adenozine parcalanir. Adenozin kinaz AMP’ye fosforilasyon yoluyla adenozinin
cikarilmasindan esas olarak sorumludur. Hipoksik kosullar altinda, hiicre dis1
boslukta bir adenozin birikmesi oldugunda, HIF-la gibi hipoksi ile indiiklenen
faktorler ayrica ekto’5S niikleotidaz CD73’te bir artisa neden olarak hiicre disi
ATP’nin adenozine pargalanmasma izin verir. Buna gore ATP duyarliliginin

sekonder etkisi olarak hiicre dist ATP adenozini pargalar ve bu sayede adenozin
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miktarinda azalmaya yol acar. ATP’nin bu o6zelligi sayesinde de sonuglarimizi

etkileyebilecegini soyleyebiliriz.

Benim tez c¢alismam bu konu hakkinda yapilmis nadir ¢aligmalardan biridir. Bu
alanda yapilmis calisma azlig1 yiiziinden heniiz cevap bulamamis ¢ok fazla husus
vardir. Bunlarin giderilmesi i¢in daha fazla g¢aligmayla konuya aciklik getirmemiz

gerektigini diisinmekteyim.
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