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KRQNiK st"JREKLi Hi}jQKsi BOYUNCA BEYIN SAPI NTS BOLGESI
UZERINDE PLASTISITE BAGIMLI INFLAMATUAR SINYAL
MEKANIZMASININ SICANLARDA ARASTIRILMASI

Seher Berna KIRDOK TANSU

Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Arahk 2019
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi, Kemal Erdem BASARAN

OZET

Arteriyal kemoreseptorler, organizmanin hipoksiye verdigi ventilasyon cevabinin ilk
basamagini olustururlar ve etki hipoksiye maruz kalmanin sikligi, siddeti ve siiresine
bagli olan farkli mekanizmalarin etkilesimini gerektirir. Bu mekanizmalar, baglica
solunum kontrol merkez noronlarinin plastisitesini gerektirmektedir. Aralikli hipoksi,
respiratuvar noronlarin serotonin veya adenozin bagimli uzun streli fasilitasyonuna
(USF) neden olmaktadir. Bununla birlikte, adenozin 2A reseptorlerinin hipoksiye
ventilasyonun aklimitizasyonunun (VAH) olusumuna ve korunmasina katkist ve bu
katkisinin glial hiicre aktivasyonuna bagli olup olmadigi konusunda bilinenler azdir. Bu
tez calismasininin hipotezi, ventilatuvar noroplastisitenin glial hiicre aktivasyonuna
bagli olarak salgilanan adenozinin 2A reseptorleri (A,aR) iizerinden VAH strecinin
olusma ve korunmasinda etkisinin olacagidir. Bu tez calismasinda 72 adet yetigkin
Sprague-Dawley erkek sigan kullanildi. Butin siganlar deniz seviyesinden 2100 m
yikseklikte tutuldu ve Sham (%21 O2) ve hipoksi grubu (%10 ve %130>) olarak ikiye
ayrildi. Yedi gin siireyle sigcanlara ya bir uygulama yapilmadi; ya da DMSO (dimetil
stlfoksit) veya A,AR antagonisti esterdisodyum tuzu (MSX-3, 1mg/kg) verildi. Bu siire
boyunca gruplara uygun protokol uygulandiktan sonra tiim viicut pletismografisi (TVP)
kullanilarak ventilasyon, solunum frekanst ve tidal hacim ol¢imleri yapildi
Olgiimlerden hemen sonra beyin sap1 dokusu ¢ikartildi ve immiinofloresan goriintiileme
protokolii uygulandi. Istatiksel analiz i¢in uygun ANOVA testleri ve gerektiginde post-
hoc testler yapildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Siganlar kronik strekli
hipoksiye maruz birakildiginda, A,aR reseptor blokaji uygulanan gruplarda,
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ventilasyon, uygulanmayan gruplara gore siddetli hipokside daha belirgin olmak tizere
daha disiik bulundu. Hipoksi siddetinin daha yiksek oldugu gruplarda, A,AR reseptor
aktivasyon yogunlugu, MSX-3 uygulanan gruplarda, hipoksinin daha az siddette oldugu
gruplara gore artmig olarak bulundu.

Sonug olarak; bu bulgular adenozin 2A reseptorlerinin VAH olusum ve korunmasinda

katkist olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Ventilatuvar plastisite, Ventilatuvar inflamasyon, Adenozin,
Hipoksik ventulatuar yamit, Solunumsal néral plastisite, Ventilasyonun Hipoksiye

Aklimatizasyonu (VAH)
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INVESTIGATION OF PLASTICITY DEPENDENT INFLAMMATORY
SIGNALING MECHANISM IN BRAINSTEM NTS REGION DURING
CHRONIC CONTINUOUS HYPOXIA IN RATS

Seher Berna KIRDOK TANSU
Erciyes University, Health Science Institue, Department of Physiology
Master Thesis, December 2019
Seher Berna KIRDOK TANSU
Adyvisor: Asst Prof. Kemal Erdem BASARAN
ABSTRACT

Arterial chemoreceptors constitute the first step of the ventilation response of the
organism to hypoxia and the net effect of this response is the interaction between
different mechanisms depending on the frequency, severity and duration of hypoxic
stimulation. These mechanisms require the plasticity of mainly respiratory control
central neurons. Intermittent hypoxia causes serotonin or adenosine-dependent long-
term facilitation (LTF) of respiratory neurons. However, little is known about the
contribution of adenosine 2A receptors to the formation and maintenance of
acclimitization to hypoxia of ventilation (VAH), and whether this contribution is due to
glial cell activation. The hypothesis of this thesis is that the 2A receptors (A2aR)
secreted by glial cell activation of ventilatory neuroplasticity may have an impact on the
formation and maintenance of the VAH process. In this thesis, 72 adult Sprague-Dawley
male rats were used. All rats were kept at an altitude of 2100 m above sea level and
divided into Sham (21% O) and hypoxia group (10% and 130,%). During seven days
the rats were either not treated or injected with Dimethyl sulfoxide (DMSO) or A:aR
antagonist which is ester disodium salt (MSX-3, 1 mg/kg). During this seven days,
ventilation (V), respiratory frequency (fR) and tidal volime (TV) measurements were
performed using whole body plethysmography (WBP). Brain stem tissue was removed
immediately after measurements and immunofluorescence imaging protocol was
applied. For statistical analysis, appropriate ANOVA tests were performed and post-hoc
tests were performed when necessary. Significance level was accepted as p <0.05.
Ventilation was found to be significantly lower in groups which is treated with A2aR
receptor blockade than in untreated groups when the rats were exposed to chronic
persistent hypoxia. This decline was more pronounced in severe hypoxia. The

concentration of A2AR receptor activation was found to be increased in the groups with
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higher hypoxia severity and with less hypoxia in MSX-3 treated groups.
As a result; These findings suggest that adenosine 2A receptors may contribute to the

formation and maintenance of VAH.

Keywords: Adenosine, hypoxic ventilatory response, ventilatory plasticity, ventilatory

inflammation, Ventilatory neural plasticity, Acclimatization to Hypoxia (VAH),
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AAH : Akut aralikli hipoksi

A2AR : Metabotropik adenozin 2a reseptor alt tipi
AC : Adenilil siklaz1

ACh : Asetil kolin

ANT : Antagonist

AP : Postrema alani

ASH : Akut surekli hipoksi

ATP : Adenozin trifosfat
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BotC : Botzinger kompleksi
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CSN : Karotid siniis siniri (hering siniri)
CPG : Merkezi solunum ritim modeli jeneratorii
cVRG : Kaudal ventral solunum grubu

DAPI : 4',6-diamidino-2-phenylindole
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ent-1/2 : Dengeli niikleozid tagtyicilar
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GABAA : Gama (y) aminobiitrik asit A reseptor alt tipi
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1.GIRIS VE AMAC

Sistemik hipoksi periyodlarina (akciger hastaliklari, uyku apnesi veya yuksek irtifada
yasayanlar gibi) maruz kalinmasi, primer olarak karotid organ igerisinde yer alan
arteriyel kemoreseptorler araciligi ile ventilasyonun hipoksiye verdigi cevap, viicudun
ilk savunma hattidir (Fitzgerald ve Lahiri, 2011). Ventilasyonun hipoksiye verdigi
cevabin net etkisi, hipoksiye maruz kalmanin modeline (araliklt veya siirekli nobet),
yogunluguna (giinler, haftalar veya aylarca siirmesi) ve siddetine (parsiyel oksijen
basinct  degeri) bagli olarak farkli mekanizmalar arasindaki etkilesimle
gerceklesmektedir (Powell ve ark., 1998). Hipoksik stimtilasyonun modeline bagli olan,
hipoksik ventilatuvar cevap (HVC), artan norotransmitter salimimi gibi gegici sinaptik
aktiviteyi degistiren kisa zamanli etkilerle sonuglanir. Bunun yaninda reseptor
modifikasyonu ve yeni protein sentezinden kaynaklanan solunumun kontrol
devresindeki kimyasal sinapslardaki direncin degismesi gibi uzun zamanl: etkilerle de
sonuglanabilmektedir (Pamenter ve Powell, 2013). Bu degisimler saniyelerden yillara
kadar siirebilen ventilasyonun ya fasilitasyonu ya da depresyonu ile sonug¢landigr
gorulmugtir (Powell ve ark., 1998; Pamenter ve Powell, 2013). Bu gibi mekanizmalarin
ventilasyonun cevabini zamana bagli olarak degistirdiginin 6grenilmesinden bu yana
solunumun kontrol sistemi igerisinde noroplastisiteye ornek olarak gosterilmiglerdir
(Mitchell ve Johnson, 2003). Ornegin, aralikli hipoksi dilimleri sonrasinda, son
stimtlasyondan 90 dakika sonrasindaki tidal volimdeki artis, ventilasyonda uzun sureli
fasilitasyon olusumu ile sonuglanmistir (Eldridge ve Millhorn, 1986; Mitchell, 2001a).
Bu duruma alternatif olarak, ginlerden aylara kadar stren kronik siirekli hipoksi
durumunda, hipoksik stimiilasyonun kalkmasinin ardindan daha ¢ok solunum frekansina
bagli ventilasyon artisinin gorilldiigi ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH)
ile sonuglandigr gosterilmistir (Powell ve ark., 1998). Hipoksemi ile solunumun
hipoksiye verdigi cevap, aralikli hipoksi ile uyku apnesinde gorilen solunumsal uzun

stureli fasilitasyon (VUSF) ve kronik hipoksemi ile obstruktif pulmoner hastaliklarda



gorillen ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) gibi ¢esitli plastisite
mekanizmalart bu durumlann farklt zamanlanimin etkileri ig¢in bu konuya dahil

edilmektedir.

Solunumun kontroliiniin fizyolojik temelini, solunum ritminin olugmast ve bu ritmi
diizenleyen reflekslerin norobiyolojisi olusturur. Bu néral kontrol sisteminin temel
ozelliklerinden birisi olan plastisite, solunumun motor kontrolinin adaptasyonunun
uzun sure kalict veya devamli olmasini saglayan bir mekanizmadir. Hiicresel ve sinaptik
ozelliklerdeki uzun donemli fonksiyonel ve morfolojik degisiklikler solunum
plastisitesinin temelini olusturmaktadir. Hipoksi tarafindan indiiklenen solunumsal
plastisite; hipoksiye ne siklikla (araliklarla veya stirekli), hangi siddette (O, yizdesi) ve
ne kadar sire ile (zamana bagli) maruz kalindigina bagli olarak ventilasyonun bu
durumlara verdigi cevaplar yoninden farkliliklar igermektedir. Hipoksiye araliklarla
veya surekli maruz kalinmasi, solunumun kontrol sistemi igerisinde farkl
mekanizmalarla tanimlanmaya ¢alisilan plastisite olusumuna neden olmaktadir. Aralikli
hipoksi, belirli stre dilimleri ile (6rnegin 5 dakika 3’er kez hipoksi nobeti) disik O,
seviyesine (%10-%13) maruz kalma ve daha sonra bunu reoksijenizasyonun takibi ile
serotonin salinmasini indikleyerek uzun siureli fasilitasyon (USF) olusumuna neden
olmaktadir. Bir bagka durum olarak; hipoksinin siddetlenmesi (oksijen yiizdesinin
azalmasi) ve/veya hipoksinin stiresinin uzamasiyla baglantili olarak adenozin birikimi
ile yinelenen hiicresel olaylar uzun sureli fasilitasyon (USF) olusumuna neden
olmaktadir. Noroplastisitenin birgok modelinde, plastisiteyi bagslatan faktorler, aracilik
eden faktorlerden farklidir. Aracilik eden faktorler gogunlukla hiicresel kaskadlarin veya
sinaptik mekanizmalarin farkli zaman araliklarinda aktive olmasindan kaynaklanir. Kisa
zaman araliklarinda aktive olan kinazlar, artan sinaptik transmisyona neden olan mevcut
proteinlere modifiye olmaktadir. Fakat uyarilarin fazlalagmasi, yeni protein sentezi veya
protein yikiminin gecikmesi ile tetiklenerek daha uzun omurla plastisiteye neden
olmaktadir. Hipoksiye maruz kalinma modeline gore uyariy1 baglatan gii¢ (serotonin
ve/veya adenozin reseptor aktivasyonu) burada kilit faktor olarak kargimiza

citkmaktadir.

Aralikli hipoksiden farkli olarak strekli hipoksi ise reoksijenizasyonun uzun siire
saglanamamast nedeniyle ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonunun olusumuna

neden olmaktadir. Hipoksinin siddetinin artmast veya surekliligi merkezi sinir



sisteminde (MSS) noronlardan ve/veya glia hiicrelerinden adenozintrifosfat (ATP),
adenozin veya adenin nukleotid salinimint arttirdigt bilinmektedir. Bu durumda siddetli
hipoksiye maruz kalinmasi potansiyel olarak noronlardan ve glia hiicrelerinden daha
cok ATP/adenozin salimiminmi arttiracaktir. Orta siddetli (%10- %13 O2) hipoksi
boyunca plastisite olusumunda neden olan serotonin bagimli yolagin yerine hipoksinin
siddetinin (<%10 O.) veya surekliliginin artmasi plastisiteye neden olan reseptorler
arasindaki capraz cevap inhibisyonuyla, ntkleus traktus solitarius (NTS) tzerinde
adenozin bagimli plastisite mekanizmasinin ventilasyonun hipoksiye aklimitizasyonu
olusumuna neden olacagi konusuna bu tez ¢aligmasinda deginilmigtir. Bunun yaninda
adenozine bagimli ventilasyonun hipoksiye aklimitizasyonu olusumunu sadece uzun
sureli fasilitasyon (USF) i¢in 6nerilen molekiiler sinyal yolaklart ile agiklamak yetersiz
kalacaktir. Hipoksiye bagl inflamasyon olusumu ATP’ nin yikilip sinaptik boslukta
fazla adenozin birikimiyle glial aktivasyona neden olabilecegi hipotezi literatiirde agik
bir sekilde ifade edilmis ve bu c¢aligmada tizerinde durulan hususlardan biri olmustur.
Surekli hipoksi ile indiiklenen néronal plastisite olusumunu, glial hiicre aktivasyonuna
bagli inflamatuar sinyallerle birlikte agiklamak ve solunum yetmezligi/dizensizligi olan
hastalarin tedavisinde A,AR antagonistlerinin kullanilabilirligini test ederek hem
noroplastisite olusumu hem de glial hiicre morfolojisi tGzerindeki etkisini gostermek
istedigimiz bu tez ¢aligmasinin iki amaci vardir.

1. Adenozin bagimli USF olusumu i¢in tzerinde ¢alisilan sinyal mekanizmasinin,
ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olusumu igin potansiyel bir sinyal
mekanizmast olarak kullanabilirliginin test edilmesi ve her iki duruma karst olusan
noral plastisite mekanizmalarinin benzerlik ve farkliliklarimin gosterilmesine katki
saglamak,

2. Ventilatuvar plastisitenin medulla tizerinde en az bir merkezi kemoreseptor alant
(NTS) tizerinde olugmasinin kargilagtirilmast.

Bu ¢aligma ile birgok aragtirmaci tarafindan sadece hipoksiye bagli oldugu dusiinilerek
caligilan, ventilasyonun plastisitesine neden olan potansiyel mekanizmalara ek olarak
inflamatuar mekanizmalarin da ventilatuvar plastisite olusumunda 6nemli bir yeri
olduguna agiklama getirmek hedeflendi.

Buna bagli olarak bu tez ¢alismasinin hedefi siirekli hipoksi gibi bir deneysel modelin
noroplastisiteye ve noroinflamasyona yol agan reseptor inhibisyonunu saglayan

antagonist 1ilaglarin uygulama alanlarinin  gelistirilmesine ve hipoksi boyunca



inflamasyonun gelismesiyle tedavide anti-inflamatuar ila¢ kullanimina yardimei ek

bilgiler elde etmeye yonelik katki saglayacagi disinilmektedir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Solunumun Kontrolii

Gebeligin erken donemlerinde fetal beyin sapinda, uzun yillar kesintisiz olarak ritmik
solunum aktivitesi olusturacak olan "solunum merkezi" gelisir (Blanco, 1994). Solunum
iglevi, uterus igerisinde, Ui¢lincii trimester donemi boyunca araliklarla baglar ve dogumla
birlikte, kisa duraksamalar haricinde, araliksiz olarak devam eder (Feldman ve ark.,
2003). Solunum, fiziksel ve kimyasal reflekslerin kombinasyonu ile kontrol edilmesine
ve viicutta istemsiz bir mekanizma olmasina ragmen kisa zaman araliklarinda tamamen
istemli olarak kontrol edilebilir. Bunun yaninda solunum, yutma sirasinda kesilebilir ve
esneme, kusma, hickirma, hapsirma, okstirme gibi olaylarda istemsiz ve ritmik olmayan
bir davramig gosterebilir (Davies ve Moores, 2010). Insan viicudu arteriyel pH’ yi,
arteriyel parsiyel oksijen basincini (Paop,) ve arteriyel parsiyel karbondioksit basincini
(Paco,) normal limitlerinde tutmak, dokularin oksijen ihtiyacini karsilamak, solunumun
mekaniksel isini azaltmak ve c¢evresel ajanlarin sebep oldugu akciger hasarlanmasini
onlemek i¢in bir¢ok fizyolojik kontrol sistemini i¢ginde bulundurur. Solunumu kontrol
eden bu sistemler, arteriyel kan gazlarina ve pH' ye duyarli olan kemoreseptorlerin,
akciger ve ventilatuvar hava yollarindaki veya iskelet kasindaki ve gogiis kafesi
duvarindaki reseptorlerin uyarilmasiyla olusan refleks cevaplart igermektedir. Fakat
solunum i¢in gereken ritmik enerji, bu reflekslerden bagimsiz olarak olusur ve beyin
sapt (pons ve medulla) Uzerindeki noronlar tarafindan duretilir. Bundan dolay1
solunumun kontroliiniin fizyolojik temelini, solunum ritminin olugmast ve bu ritmi

diizenleyen reflekslerin norobiyolojisi olusturur (Powell, 2004).

Solunumun 6nemli fonksiyonlarindan biri, kandaki ve beyindeki O,, CO, ve pH
miktarin1 diizenlemektir. Diger fonksiyonlarindan biri, diizenlenen bu degiskenlerin
(sicaklik da dahil olmak tizere) ventilasyonun ritmik motor aktivitesiyle siirekliliginin

korunmasini saglayabilmektir. Solunumun bagka bir 6zelligi ise, nefes tutmayi veya



uyku apnesi gibi durumlan saymazsak, solunumun hi¢bir zaman kesintiye
ugramamasidir. Insanlar da dahil olmak tizere memeliler, uyku/uyaniklik durumlarinda,
dinlenme/egzersiz sirasinda, panik/korku durumlarinda, anestezi altindayken ve bunlar
gibi butin davranig kosullari altinda nefes almaya devam eder (Feldman ve ark., 2013).
Solunumun kontrold, sinir bilimciler i¢in 6zel bir ilgi alan1 olusturmug ve bu kontrol
mekanizmasi i¢in U¢ kritik goris 6ne surilip bu gorislere agiklama getirme ihtiyaci
duyulmustur (Feldman ve ark., 2003; Funk ve ark., 2002; Richter ve Spyer, 2001).

Bunlar kisaca ritmisite, plastisite ve kemosensitivite bagliklarina ayrilir.

Ritmisite: ‘“Solunum ritmi nerede ve nasil olusur?’’ sorusuna cevap arayan goristir.
Solunum gibi ritmik hareketler, temel ve kompleks davranmiglardir. Memelilerde
solunum ritminin olugmasinin altinda yatan mekanizma, deneysel aragtirmalarla ayrintil

olarak elde edilebilir.

Plastisite: “‘Solunumdaki uzun sireli degisimlerin 6zellikleri ve bu degisimlerin altinda
yatan mekanizma nedir?’’ sorusuna cevap arayan gorlstir. Bir solunum
enfeksiyonunun baglangici veya yuksek irtifalara tirmanis, akciger ve gogus kafesinin
gelismesi veya yaglanma, kilodaki degisim, hamilelik gibi viicuttaki ve cevresel
durumlardaki degisiklikler, kan gazlarinin homeostazint korumak gibi durumlarda
vicutta solunumsal motor ¢ikti cevabinda oOnemli degisiklikler olmasi gerekir.
Belirlenmig deney modelleri ve protokolleri i¢in solunum, ¢alisilmak i¢in kullanigh ve

uyumlanabilen bir davranigtir.

Kemosensitivite: ““Vicut tarafindan algilanan ve islenen CO, ve pH' daki
degisikliklerin solunum tarafindan diizenlenmesi beyinde nerede ve nasil yapilir?”’
sorusuna cevap arayan gorustir. Merkezi kemoreseptorler ve viicut igerisinde kompleks
ve dagilmis halde bulunan diger reseptorleri igeren merkezi sinir sisteminin (MSS)
periferal duyu geri bildirim sistemi, solunumun kontrolinin ¢aligilmasi i¢in iyi bir

model tegkil etmektedir.
2.1.1.Solunum Merkezinin Noro-Anatomik Lokasyonu

Solunumun kontrol merkezinin lokasyonunu bulmak i¢in hayvanlar tizerinde yapilan ilk
caligmalarda, beyin sapinin o6zel alanlarimin haraplanmast ya da uyarilmasi gibi
yontemler kullanilmigtir. Daha sonra belirli goriintilleme tekniklerinin gelismesiyle,
kemirgenlerle ve sonrasinda da normal insan denekleriyle yapilan ¢aligmalar, solunum

merkezinin lokasyonunun bulunmasina izin vermistir (Corfield ve ark.,1995).



Homeostatik solunum kontroltiniin, beyin sapi tzerindeki merkezlerinin organizasyon
ve etkilesimini agiklamak i¢in ponstan kaudale ve oradan da medullaya kadar uzanan bir
model aragtirmacilar tarafindan genel anlamda kabul edilmigtir (Smith ve ark., 2007;
Rybak ve ark., 2007). Ritmik solunum, MSS' nin motor néronlart ile iligkili solunum
kaslarinin periyodik aktivasyonu ile olugsmaktadir. Noéron aglarindan olusmus bir
merkezi solunum ritim modeli jeneratorii, bu basit solunum ritmini olusturur. Merkezi
solunum ritim modeli jeneratorti (CPG), solunum kaslarina motor ¢ikt1 cevabi iletmek
icin solunum refleksinin afferent bilgisini bitinleyen diger solunum merkezlerinin
yaninda, medulla igerisinde lokalize olmustur (Rybak ve ark., 2007). Medulla, solunum
modelinin olustugu ve istemli/istemsiz solunum aktivitesinin koordine edildigi bir beyin
bolgesi olarak kabul edilmigtir. Medullanin igerisinde ve disarisinda bir¢ok noral
baglanti bulunmaktadir. Medulla uzerindeki solunum noronlart ¢ok sayida ara
baglantilarla birlikte baglica; dorsal solunum grubu (DRG) ve ventral solunum grubu
(VRG) olarak iki anatomik ve fonksiyonel bolgede yogun olarak bulunmaktadir. Ayrica
bu alanlara ek olarak, medullanin tst kisminda yer alan pons tzerinde ise pontin

solunum grubu (PRG) bulunur (Guyton ve Hall, 2013; Ganong, 2011).

2.1.2.Dorsal Solunum Grubu (DRG)

Dorsal solunum grubu (DRG), inspirasyon néronlarini (inspiratuar veya I noronlari)
igerir ve nitkleus solitari traktin (niikleus traktus solitarius; NTS) bir par¢asidir. DRG,
cogunlukla karg: tarafa, inspiratuar 6n boynuz hiicrelerine gegen list motor ndronlar ile
inspiratuar néronlarindan olusmaktadir. Dorsal grup noéronlari, solunum dongiisiiniin
zamanlamasi ile iligkilidir. DRG, IX. (glossofaringeal) ve X. (vagus) kranial sinirlerin
visseral afferentlerinin sonlandigi NTS bolgesi i¢indedir. NTS' ye komsu vagus sinirinin
dorsal motor niikleusu (DMN) solunumda 6nemli rolii olan bir bagka niikleustur. Vagus
siniri daha ¢ok i¢ organlarin inerve edilmesinden sorumludur. XII. kranial sinir
(hipoglossal niikleus) ise NTS ve DMN gibi medullanin ayni seviyesinde lokalize olmusg
ve hemen DMN ve merkezi kanalin ventralinde yer almaktadir. Ayrica XII. kranial
sinir, genioglossus kasi tizerinden dil ¢ikartmay1 kontrol ettiginden dolay1 hayvanlarda
en genig solunum yolu obstriksiyonu gozlenmektedir. Sekil 1(a) ve 1(b)' de yukarida
anlatilan bu anatomik alanlarin medulla Gizerinde yerlesimi gosterilmistir (Powell, 2004;

Guyton ve Hall, 2013; Ganong, 2011).
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Sekil 1. Beyin sapt iizerindeki solunum grubu bolgeleri.

(a) Cerebellumun kaldirilmasi ile pons ve medullanin dorsal gorintiisi. (b) Medullanin
3 farkli seviyesinin transvers kesitleri. (PRG; pontin solunum grubu. pre-BOT;
preBotzinger kompleksi, normal solunum ritminin tretilmesinden sorumludur. DRG;
dorsal solunum grubu. VRG; ventral solunum grubu. IX ve X; kranial sinirler. AP;

postrema alani. NTS; niikleus traktiis solitarius. CC; merkezi kanal (Powell, 2004).



2.1.3.Ventral Solunum Grubu (VRG)

Ventilasyonun aktivasyonu i¢in gerekli merkezi solunum ritim modeli jeneratori (CPQG)
bolgesi deney hayvanlarinin medullasinda, ¢ok kiigiik bir alan olan ve preBétzinger
kompleksi (preBotC) olarak adlandirilan bolgede bulunmaktadir. preBotC, Sekil (1b)'
de gosterildigi tizere rostral VRG (rVRG) bolgesi igerisinde yer alir. VRG, respirasyon
evresi igerisinde aksiyon potansiyeli atesleme 6zelligi olan bir grup kolon néronlarindan
olusmustur. Inspirasyon boyunca depolarize olan 1 noronlarini ve ekspirasyon
noronlarint (ekspiratuvar veya E noronlarini) igerir. VRG solunum néronlar, bir grup
kolon solunum noéronlarindan olusur. Sekil 2' de bu noéron gruplarinin yerlesimi
gosterilmis ve oncesinde hangi bolgeleri igerdigi anlatilmistir. (Guyton ve Hall, 2013;

Ganong, 2011; Rekling ve ark., 1998).

Kaudal ventral solunum grubu (cVRG): Niukleus retroambigualisi ve ekspirasyon
kaslarin1 kontralateral olarak gegen tist motor noronlar ile agirlikli olarak kontralateral
inspirasyon kaslarinin kontraksiyon giiciiniin kontroltiinden sorumlu olan ekspirasyon ve

inspirasyon nitkleusu para-ambigualisi (NP) de igeren néron gruplarindan olusur.

Rostral ventral solunum gurubu (rVRG): Biyiik bir kismint niikleus ambiguus (NA)
olusturur ve larinks, farinks ve dil i¢in solunum hava yollarinin dilatoér fonksiyonu ile
ilgilidir.

preBotzinger kompleksi (preBotC): VRG tizerinde bulunur ve CPG' nin anatomik

lokasyonu oldugu dustintlmektedir. Ayni zamanda inspirasyon ritminin olusumundan

sorumludur.

Botzinger kompleksi (BotC): Nikleus retrofasiyalis igerisinde bulunur ve ¢ogunlukla

ekspiratuvar fonksiyondan sorumludur.
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Sekil 2. Medulla tizerindeki solunum noéronlarinin dorsal ve ventral gériinimii.

Orta hattin sol tarafi DRG noéronlarint (DRG noéronlar; Nukleus traktiis solitariusu
(NTS) gostermektedir. Orta hattin sag tarafi VRG noéronlarini, preBotzinger
kompleksini (preBotC), rostral VRG alani (rVRG) igerisinde nitkleus ambiguus (NA) ve
kaudal VRG (cVRG) igerisinde niikleus para-ambigualisi (NP) ve nukleus
retroambigualisi (NR) gostermektedir. Ekspiratuvar aktiviteden sorumlu alanlar mavi
renk, inspiratuar aktiviteden sorumlu alanlar gri renk ile gosterilmigtir. Kesik ¢izgiler
inspirasyon noronlarini inhine eden ekspiratuvar yolagi gostermektedir (Davies ve

Moores, 2010).

2.1.4.Pons, Pontin Solunum Grubu (PRG) ve Serebral Korteks

Pons, pontin solunum grubu (PRG) igerisinde inspirasyon ve ekpirasyon arasindaki faz
gecigini saglayan noronlar ve ventilasyon sirasinda akciger mekanoreseptorlerinin
refleks etkisi ile ilgili bir grup néron igerir. Pons tizerinde lokalize olan solunumla ilgili
noron gruplart; nitkleus parabrakialis medialis (NPBH), ntukleus parabrakialis lateralis
(NPBL) ve kolliker-fuse (KF) niikleuslarindan olugsmaktadir (Bray ve ark.,1999). Pons
tizerinde bulunan PRG néronlarindan NPBL ve KF nukleusu, inspiratuar premotor
aktiviteyi arttirir. Ayrica MSS' nin bagka bolgelerinden gelen uyarilar da s6z konusu

noronlarin aktivitesini etkilerler. PRG igerisinde, hipotalamusla, korteksle ve NTS ile
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baglantisi olan birgok afferent yolak vardir. Bu baglantilarin, kortikal kontrol, periferal
duyu bilgisi (koku, sicaklik gibi) ve visseral/kardiyovaskiiler girdileri kapsayan cesitli
MSS aktivitelerinin solunuma olan etkilerinin pons tarafindan koordine edildigi
dustntlmektedir (Bianchi ve ark., 1995). Bunun yaninda parabrankial kompleks ise
solunum plastisitesinin olugmast i¢in inspirasyonun rampa sinyalini sona erdiren
Hering-Breuer refleksi (solunumun baskilanmasi) ile iligkilidir. Pons uzerindeki
solunum ritim jenerasyonunun meydana gelip gelmedigi ve bu olusuma katki saglayip

saglamadig halen aragtirmacilar tarafindan tartigilmaktadir (Bolton ve ark., 2004).

Daha once de belirtildigi tizere solunum istemli olarak kesilebilir. Bu olay, konusma,
sarki soyleme, koklama veya solunum fonksiyon testlerinin yapilmasi gibi olaylarda
zorunludur. Bu gibi durumlarda istemli yapilan solunum hareketinde uyarilar, solunum
merkezine ugramadan serebral korteksten gelir. Ayni zamanda solunum sirasinda,
serebral korteks tzerindeki noéronlar, solunumdan sorumlu olan diger noéronlara gore
daha aktif olabilir. Serebral korteks, hipotalamus ve DRG’ ye inhibitor uyar saglayarak
da solunumu etkileyebilir. Serebral korteks tarafindan kontrol edilen ve istemli
gergeklesen, konusma gibi olaylarda solunumun refleks kontroliiniin agiklanmasi
olduk¢a karmagsik bir durum tegkil etmektedir (Winkworth ve ark., 1995). Serebral
korteks ve limbik sistem, emosyonel ve agrili uyartyr hipotalamusla entegre ederek
solunum merkezi tizerinde inhibitér veya eksitator etkiye neden olabilmektedir (Bray ve

ark., 1999).

2.1.5.Solunum Refleksinin Olusumu

Solunumu kontrol eden negatif geribildirim refleksleri genel olarak ti¢ kisimdan

meydana gelir. Sekil 3' de solunum refleksi olusumu sematize edilmistir.

Afferent Duysal Sistem (Sensorler): Bir duysal sistem fizyolojik uyari adi altinda
kemoreseptorlerden, akcigerler ve diger reseptorlerden bilgiyi alir ve beyin sapi
tizerindeki solunumun kontrol merkezine iletir. Olusan aksiyon potansiyeli uyarisinin
yogunlugunu ve frekansini kodlayan bu duysal bilgiye "afferent girdi" denir. Solunum
sistemi fonksiyonuyla ilgili iki ana duyu sistemi afferent bilgiyi tasir. Birincisi; arteriyel
kan gazlarinin degisimine duyarli reseptorler ve ikincisi; akcigerlerdeki ve solunum
yollarindaki reseptorlerdir. Kemoreseptorler arteriyel kan gazlarindaki degisimi

monitdrize eder ve arteriyel kan gazlar1 normal degerlerine donene kadar ventilasyonda
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refleks degisikligine neden olurlar. Merkezi ve arteriyel olmak tizere kemoreseptorler
iki ana sinifa aynlirlar. Birincisi, vagal mekanoreseptorleri igeren akcigerlerdeki ve
solunum hava yollarindaki reseptorlerdir. Bu reseptorler pulmoner mekanikle ilgili
afferent bilgiyi saglamak i¢in bu bolgelerdeki basing ve hacim degisikliklerini algilarlar.
Genellikle mekanoreseptorler farkli mekanik kosullarda ve ventilasyonun farkl
seviyelerinde solunum derinligine ve oranmina gore refleks degisimini uyarirlar. Ikincisi
ise akcigerlerdeki diger vagal afferentler, solunan havadaki irritanlara karst veya
histamin (H) gibi endojen kimyasal uyarilara duyarli reseptorleri igerir. Akcigerlerden
veya solunum hava yollarindan gelen duysal sinirler, akcigerleri ¢evresel etkilerden
korumak i¢in hem solunum yolu kaslarinin kas tonusunda hem de brongiyal

sekresyonda refleks degisikligine neden olurlar (West, 2012).

Kontrol merkezi: Solunumun merkezi kontrol bélgesi olan pons ve medullaya, afferent
yolla iletilen bilgi iglenir ve solunum ritminin yeniden diizenlenmesi i¢in efektorler olan

solunum kaslarina uyart gonderirler (Sekil 3) (West, 2012).

Efferent Yolak: Afferent bilgiyi isleyen kontrol merkezi, gelen uyariya cevap vermek
amaciyla efferent ¢ikti olusturur ve ventilasyonda degisiklik gerceklestirir. Ventilasyon
refleksi icin efektorler, iskelet solunum kaslaridir. Insan viicudundaki primer efferent
yolak, diyaframa giden frenik sinirdir. Ekspirasyon dinlenme aninda, akcigerin ve gogus
duvarinin pasif hareketi olusurken, diyaframin ritmik kasilmasi inspirasyona neden
olmaktadir. Solunum ritmi bilgisi spinal kordun ti¢lincii ve besinci servikal seviyesinde
frenik motor noronlar tizerinden yapilan bir¢ok sinapsla iletilir. Frenik sinir aktivitesi,
solunum ritmi olusumu i¢in temel refleks oOzelligi gostermektedir. Ekspirasyon
baglangicindaki diigik seviyedeki frenik sinir aktivitesi, diyafram kasindan diger diiz
kaslara gegis ile pasif ekspirasyona izin verir. Diger solunum kaslari ise inspirasyon ve
ekspirasyon interkostal kaslarini icermektedir ve spinal kordun tim torasik
seviyelerinde innerve olur. Eksternal interkostal kaslar, frenik sinir benzeri elektriksel
aktivite gosterir fakat internal interkostal kaslar ekspirasyon boyunca aktive

olmaktadirlar (West, 2012; Hlastala ve Berger, 1996).
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Diger
solunum
faktorlen

Sekil 3. Solunum Refleksinin olugmasi.

Merkezi kemoreseptorlerden, karotid organ ve diger solunumum kaynakli
reseptorlerden afferent bilginin, solunum kontrol merkezine ulagmasiyla bilginin burada
islenmesi ve inspirasyon ve ekspirasyon motor noéronlarinin efektor organi uyarip,
refleks olusumunun gerceklesmesi sematize edilmigstir (Sekil 3). Pembe renk;
kemoreseptor alanlari, Yesil renk; kontrol merkezini, Mor renk; inspirasyona veya
ekspirasyona neden olan motor noéronlan gostermektedir. (commNTS: kommissural
niikleus solitarius traktus, CPG: solunum ritmi model jenerasyonu, RTN: retrotrapezoid

niikleus) (Takakura, 2006).

2.2.Ventilatuvar Kemosensitivite

Solunum aktivitesi, kanin O,, CO, ve pH seviyeleri hakkinda temel bilgiler saglayan
kemoreseptorlerden gelen uyarilara baglidir. Homeostazi korumak i¢in her zaman ve
cesitli kosullara karst uygun arteriyel parsiyel oksijen basinci (Pao,) ve arteriyel parsiyel
karbondioksit basinct (Paco,) seviyelerinin korunmasi gerekmektedir (Ballantyne ve
Scheid, 2001). Solunum sistemi havadaki O;' ni inspire edip ve metabolik artik olan

CO.' 1 ekspire ederek, ventilasyondaki degisimle bu degiskenleri strekli kontrol altinda
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tutmaktadir. Vicut igerisinde CO, ve suyun baglanma reaksiyonu ile karbonik asit
formuna dontigmest, arteriyel parsiyel karbondioksit basinci (Paco,) seviyesini arttirarak
direkt olarak arteriyel pH' ya etki eder. Bu olay diizenlenmezse normal kosullardaki
protein baglanmasi tizerinde olumsuz etkiler olusturmaktadir (Nattie,1998). O, duyarli
kemoreseptorler, beynin diginda karotid organ tizerinde yer almaktadir. CO,/pH duyarli
kemoreseptorler de karotid organ uzerinde yer alir fakat biyik c¢ogunlugu beynin
icerisinde yerlesmislerdir ve merkezi kemoreseptorler olarak tanimlanirlar. CO./pH
sinyalleri, kanin ve beynin asit-baz durumu ile baglantilidir ve metabolizmayla
baglantili solunumun yeterliligini yansitir. CO,/pH degerlerindeki kugiik degisimler

solunumu etkilemektedir.

Intraseliiler ve ekstraselliler pH' nin her ikisi de merkezi kemoresepsiyona, uyarict
olarak hizmet eder. Intraseliler pH, Lokus seruleus (LC) ve medullar rafenin
noronlarina daha duyarlidir (Filosa ve ark., 1992; Wang ve ark., 2001). Ekstraselliiler
pH ise solunumu diizenleyen noronlara daha duyarlidir (Bayliss ve ark., 2001). pH
duyarli proteinleri i¢inde bulunduran bir¢ok kemoresptor lokasyonu; TWIK baglantili
asit duyarli K* kanallarin1 (TASK) , disik direngli oluklu baglantilart (gap junctionlart),
kalsiyumu hiicre i¢ine yonlendirici K* kanallarini ve intraseliler pH degisimlerinin
derecesini ve zamanlamasini degistirerek kemosensitiviteyi etkileyen Na*/H* degistirici
protein alt tipi 3 (NHE3) gibi pH duyarli membran iyon tasiyict proteinlerini
icermektedir (Washburn ve ark., 2002; Dean ve ark., 2001; Solomon ve ark., 2001,
Jiang ve ark., 2001). Ayrica birden fazla pH duyarli fonksiyon, aymi anda islev
gorebilmektedir. Kisacasi, periferal ve merkezi kemoreseptor sistemi arteriyel kanda
02, CO; ve pH degisikligine duyarlidir ve solunumun degismesi bu énemli kan gazi
parametrelerinin sabit degerlerde tutulmasina aracilik etmektedir (Putnam, 2001,

Wiemann ve Bingmann, 2001).

2.3. Periferal Kemoreseptor Sistemi

Periferal kemoreseptorler; aortik ve karotid organ kemoreseptorlerini igermektedir.
Bir¢ok fizyolojik kosul altinda, karotid organ kemoreseptorleri en 6énemli ve tizerinde en
cok tartigilan reseptor tiplerinden biri olmustur. Karotid organ hem kardiyovaskiiler hem
de solunum kemorefleksi olusumuna aracilik etmektedir. Arteriyel parsiyel oksijen

basinct (Pao,), arteriyel parsiyel karbondioksit basinci (Paco,) ve pH degisiklikleri
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karotid organ tarafindan algilanmaktadir. Afferent bilgi, karotid siniis siniri (CSN)
araciligl ile beyin sapina iletilir ve daha sonra solunumdan sorumlu diger bolgelerle
entegre olarak ventilasyonun dizenlenmesine yardimci olurlar. Arteriyel parsiyel
oksijen basinct (Pao,) ve pH' in normal seviyesinin altina dismesi ve Paco, nin
yukselmesi, ventilasyonun stimiilasyonuna neden olan dinamik degiskenlerdir. Karotid

organ Pap,' nin sensoridiir ve bunun yaninda arteriyel parsiyel karbondioksit basinci
(Paco,) ve pH, merkezi kemoreseptorlere duyarlidir. Karotid organlar, ortak karotid
arterin ¢atallanma yerinde bilateral olarak lokalize olmustur. Karotid organ
kemoreseptorleri, noral glial ve vaskiler hiicrelerle birlikte bag dokusu ile paketlenmig
bir halde bulunur. Karotid organlar olduk¢a vaskiilarize olmustur ve buyuklugu goz
ontinde bulunduruldugunda viicut igerisindeki diger tim organlara gore dakikada,
kilogram bagina 1.5 ile 2 litre arasinda degisen en yiksek kan akimina maruz kalan
organdir (Acker ve O'Regan, 1981; De Burgh Daly ve ark., 1954). Bu da karotid
organlarin arteriyel parsiyel oksijen basinct (Pao,), arteriyel parsiyel karbondioksit
basinct (Paco,) ve pH' nin sistemik degisimlere duyarli olmasina izin vermektedir.
Karotid organ tip 1 glomus hcreleri, depolarize olup uyarildiginda ve karotid sinus
afferent sinir lifleri aktif hale geldiginde elektriksel olarak uyarilmaktadir. Ayrica
glomus hucreleri ve karotid sinus afferentleri arasindaki eksitator norotransmitterler

halen tam olarak tespit edilebilmis degildir (Iturriaga ve Alcayaga, 2004).
2.4. Merkezi Kemoreseptor Sistemi

Karotid organ kemoreseptorlerine ek olarak, beyin sap1 arteriyel parsiyel karbondioksit
basinci (Paco,) degisimlerine duyarl hiicreleri de igerir. Merkezi solunum kemorefleksi,
MSS' nin asidifikasyonu ile solunumun stimile edilmesi olarak da tamimlanabilir
(Guyenet ve ark., 2008). Bu konu hakkindaki ilk 6neri, anestezi altindaki kopeklerin ve
uyanik haldeki kegilerin serebral ventrikiilleri igerisine asidik sivilar perfiize edilerek,
beyin sapinin CO;' ye duyarlt olup olmadiginin arastirlmast ile ortaya atilmistir
(Leusen, 1954; Pappenheimer ve ark.,1965; Fencl ve ark., 1966). Yapilan ¢aligsmalarla,
ventrolateral medullanin (VLM) subaraknoid bolgesinin asitlenmesi, ventilasyonda
buytk bir artisa neden olmus ve boylelikle beyin sapt kemosensitivitesi i¢in ventral
medullar yiizeyin 6nemi vurgulanmistir. Kaudal ventro lateral medulla (Mitchell' in
alani) igerisindeki ve rostral ventro lateral medulla (Loeschke' nin alani) igerisindeki

kemosensitif bolgeler tizerinde yapilan g¢aligmalarla da bu kemosensitif bolgelerin
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lokasyonlar1 daha ¢ok aydinlatilmaya ¢alisilmistir (Loeschcke ve ark., 1963; Schlaefke
ve ark., 1970; Mitchell ve ark., 1963). Bu iki alan arasindaki ara bolgenin de (Schlaefke'
nin alani) kemosensitif olduguna dair bir kanita ulagilmamasina ragmen, bu alaninin
sogutulmasinin, solunumu ve kemosensitiviteyi baskiladigr goriilmistir (Schlaefke ve
ark., 1970; Cherniack ve ark., 1979; Millhorn ve ark., 1982). Bu bolgeler tizerinde daha
sonra yapilan caligmalarda ise kemosensitif alanin ventro lateral medulla (VLM)
tizerinde, 800 um' lik bir kisminda, retrotrapezoid nikleus (RTN) tizerinde bulunudugu

tespit edilmigtir (Coates ve ark., 1993; Mulkey ve ark., 2004).

Kemosensitif noronlarin sinyal aktivasyonunun CO;' in kendisinden kaynaklandig:
dusuniluyor olsa da, intraseliller veya ekstraselliler olarak algilanan H* iyonlar veya
bikarbonat iyonlarinin hiicresel aktivasyonu nasil sagladigi da halen tam olarak
bilinmemektedir. Bu durum tartigmali olmasina ragmen, bu uyaranlarin hepsinin
kemosensitivasyonda rol oynayabildigi dusinilmektedir. Putman ve ark. merkezi
kemosensitif sinyallerin, CO,/H" iyonlarina noral cevap veren birgok hiicresel sinyal ve
iyon kanali hedefi igeren ¢oklu faktor teorisini ongormiistiir (Putnam ve ark., 2004).
Merkezi bir kemoreseptoriin, gergekten de kemoreseptor oldugunun kabul edilebilir
olmasi i¢in CO,/H* duyarli hicrelerin solunumu etkiledigini yansitmali ve stimule
edilirken ventilasyonda degisiklik yapmalidir. Bir hiicrenin merkezi kemoreseptor
oldugunu ispatlamak kesinlikle zordur. Fakat bir hiicrenin kemoreseptor oldugunun
kabul edilmesi ic¢in birka¢ kosulu saglamasi gerektigi aragtirmacilar tarafindan
onerilmistir (Putnam ve ark., 2004). Buna gore; ilk olarak, CO,/H" degisimlerine gore
hiicrenin atesleme derecesinin de degismesi gerektigi, ikinci olarak da bu degisimlerin
sinaptik ¢iktidan bagimsiz olarak olugmast ve son olarak da hiicreler fokal olarak
asidifiye olurken ventilasyonda degisime sebep olan bolgeler igerisinde bulunmasi
gerektigi oOnerilmistir. Bu kosullar1 saglayan kemoreseptif noronlar, beyin kesitleri
tizerinde; retrotrapezoid niikleus (RTN), medullar rafe, nukleus tractus solitarius (NTS),
lokus seruleus ve niikleus ambiguus (NA) bolgeleri igerisinde bulunmugtur (Mulkey ve

ark., 2004; Wellner-Kienitz ve Shams, 1998; Richerson, 1995).

Daha sonra yapilan ¢aligmalarin sonucunda, tahmini kemoreseptor alanlar i¢in in vitro
olarak yapilan deneylerle elde edilen kanitlar, fokal olarak asidifiye olan kemoreseptor
alanlart gergektende belirlemistir. Fokal asidifikasyon i¢in karbonik anhidraz

inhibitorinin, asetazolamid mikroenjeksiyonu ve %25' lik CO, ile dengelenmis bir
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solisyonun mikrodiyalizi ile iki farkli yontem kullanilmigtir. Anestezi edilmig ratlarda
ve kedilerde, retrotrapezoid niikleus (RTN), NTS, Lokus seruleus (LC), orta hat rafe ve
fastigial nitkleusu da igeren ventral medulla tizerinde asetazolamid ile asidifikasyon
uygulamasi frenik sinir aktivitesinde artmaya neden oldugu gorulmiistiir (Coates ve ark.,
1993; Bernard ve ark., 1996; Xu ve Frazier, 2001; Coates ve Nattie, 1991). Uyanik
durumdaki hayvanlarda da retrotrapezoid nitkleus (RTN), medullar rafe ve NTS tizerine,
CO, mikrodiyaliz yontemiyle stimiilasyonunun da, solunumda bir artmaya neden
oldugu gorulmistir (Li ve Nattie, 1999; Nattie ve Li, 2001; Nattie ve Li, 2002). Bu
bolgelere ek olarak, solunum ritminin olugmasindan sorumlu preBotzinger kompleksi
alan1 igerisinde de CO; duyarlt hiicrelerin olduguna dair kanitlar vardir (Solomon ve
ark., 2000). Fokal asidifikasyon caligmalari, benzer kemoreseptdr alanlart in vitro
caligmalarla tanimlamig fakat potansiyel olarak kompleks bir organizasyonu ve bu
alanlarin CO;' e cevabinin bagimliklik durumunu da gostermistir (Li ve Nattie, 1999).
retrotrapezoid niikleus (RTN) igerisine, CO, mikrodiyalizi, uyaniklik durumu boyunca
ventilasyonda artmaya sebep oldugu halde uyku durumunda sebep olmadig
gorilmugtir (Li ve Nattie, 1999). Bunun tam tersi bir model olarak CO,
mikrodiyalizinin, sadece uyku durumu boyunca ventilasyonu stimiile ettigi medullar
rafe tzerinde gosterilmigtir (Nattie ve Li, 2001). NTS bolgesi tizerine CO, mikrodiyalizi
ise hem uyku da hem de uyanik durumda ventilasyonu arttirdigr goérilmustir (Nattie ve
Li, 2002). Anestezi altindaki ratlarin sadece retrotrapezoid niikleus (RTN)
noronlarindan yapilan kayitlar, RTN' nin in vivo olarak kemosensitif olduguna dair ek
kanitlar saglamistir. Retrotrapezoid niikleus (RTN) noéronlarinin bir alt kiimesi
igerisinde, inspire edilen CO,' e verilen cevabin artmasini saglayan bir atesleme sarj1
kayit edilmistir. Merkezi solunum ritim modeli jeneratoriiniin (CPG) inhibe edilmesi
veya periferal kemoreseptor girdinin kaldirilmast hiperkapnik cevabi bloke etmedigi
gozlenmistir. Bunun sebebi olarak da hiperkapninin rafe igerisinde serotonerjik
hiicreleri aktive etmedigi gosterilmistir (Mulkey ve ark. 2004,). Genel anestezinin
kemoresepsiyon tizerinde baskilayict bir etkisi oldugundan dolay1, anestezi altindaki ve
uyanik ratlar arasindaki kemoreseptor stimilasyonun derecesinin karsilagtirilmast
olduk¢a zordur. Retrotrapezoid nikleus (RTN) igerisinde, kemosensitivite indeksi
anestezi durumuna gore uyanik durumda 7.3 kez daha fazla oldugu gortlmiistiir (Nattie
ve Li, 2006). Buna ek olarak, anestezi altinda %25' lik CO,' in fokal diyalizini takiben,
pH' da daha buyuk bir degisim olusmaktadir (Fencl ve ark., 1966). Caligmalarda
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kullanilan bu yontemlerle, anestezi ve uyaniklik durumlarinin her ikisinde de

ventilasyonu uyarabilen birgcok muhtemel kemoreseptor alanlart gosterilmistir.

Stimiilasyon ¢aligmalarina ek olarak, lezyon caligmalart da merkezi kemoreseptor
alanlarinin rollerinin aydinlatilmasinda kullanilmistir. Retrotrapezoid niikleus (RTN)
tizerindeki lezyonlarin bir ¢ok tipi hiperkapniye olan cevabi etkilemektedir. Anestezi
altindaki rartlarda ve kedilerde, unilateral kainik asit veya elektrolitik retrotrapezoid
nikkleus (RTN) lezyonlarinin, frenik sinir genligini dusirdigti ve karotid organ
denervasyonunu takiben degismeyen etkilere gore neredeyse hiperkapnik yanit1 ortadan
kaldirdigr gorulmiustiir (Nattie ve Li ,1994; Nattie ve ark., 1994). Farkli bir ¢aligmada
ise uyamk ratlarda ayni unilateral retrotrapezoid niikleus (RTN) lezyonlari bazal
ventilasyona higbir etki gostermemis fakat solunumun CO,' e cevabin1 %39' dan %7' ye
dusurdigi gorialmustir (Akilesh ve ark., 1997). Bu galismaya ek olarak, GABAa
reseptor agonisti musimollnin, retrotrapezoid nikleus (RTN) igerisine mikrodiyalizi,

inspire edilen CO,' e cevabi dusturdigi gorilmugtir (Nattie ve Li, 2000).

NTS, anatomik ve elektrofizyolojik kayitlara gore karotid organdan ilk sinapslar alan
medullar bolgedir (Donoghue ve ark., 1984; Housley ve ark., 1987; Housley ve Sinclair,
1988; Vardhan ve ark., 1993). Ayni zamanda MSS' de sinyal entegrasyonu igin ideal
bir lokasyon olarak CO, duyarli kemoreseptor hiicreleri de igerir (Coates ve ark.,1993;
Dean ve ark., 1989). Yapilan bir ¢aligmada, NTS igerisine musimoliin mikrodiyalizi her
iki non- REM uyku ve uyaniklik durumlarinda benzer olarak hiperkapnik cevabi inhibe
ettigi gorilmustir (Marchenko ve Sapru, 2000; Nattie ve Li, 2008). Bir bagka ¢aligsma
da ise ayni ortam sicakliklarinda musimol mikrodiyalizi, hipoksiye degil sadece
hiperkapniye verilen cevabi disirmustir. Bu da musimol ile periferal CO,
kemosensitivitesi degil, merkezi kemosensitivitenin etkilendigini gostermistir. Fakat
30°C' de hem hiperkapnik ve hem de hipoksik cevap dusmiistiir. Ilging olarak NTS
tizerine musimolininin olusturdugu hiperkapnik cevap RTN' nin olusturdugu cevaba
gore 2 kat daha fazla bir dismenin olugmasina neden olmustur (Nattie ve Li, 2000,
Nattie ve Li, 2008). Kaudal NTS i¢indeki noronlar, kainik asit ile islem gordiugiinde
solunumun hipoksiye cevabinin %67 oraninda dustigi ve fonksiyonel bir azalmanin
oldugu gorilmustir (Housley ve Sinclair, 1988). NTS bolgesi afferentlerden bilgi alsa
da kemosensitif noronlara da sahiptir. NTS tizerinde asetazolamid mikroenjeksiyonu ve

CO; mikrodiyalizinin her ikisi de frenik sinirde cevap olusumunu saglamistir (Nattie ve
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Li, 2002). Bir baska calismada ise ratlarin lokus seruleus igerisinde, noradrenerjik
noronlarinin bloklanmasi tidal volumii azaltarak solunumun hiperkapniye olan cevabini
disurdigi goralmustir ve bunun yanminda bazal ventilasyonda ise bir degisim

gozlenmemistir (Biancardi ve ark., 2008).

Bu caligmalar retrotrapezoid niikleus (RTN), nukleus traktus solitarius (NTS), lokus
seruleus (LC) ve medullar rafe igerisinde merkezi kemoreseptif alanlarinin varliginin
kanitin1 saglamistir. Bu alanlarin varligi s6z konusu olmasina ragmen nasil organize
olduklar1 ve anlamliliklar1 halen tam olarak bilinmemektedir. Bunun igin merkezi
kemoreseptor alanlarinin nasil organize olduguna dair 2 teori gelistirilmistir. Bunlar;
ozellesmis kemoreseptorler ve dagitilmis noral ag teorileridir.  Ozellesmis
kemoreseptorler teorisi in vivo ve en eski olanidir. Bu teori, merkezi solunum ritim
modeli jeneratoriiniin (CPG) pH duyarlt olmadigint ve merkezi kemorefleksleri bir ana
grup Ozellesmis asit duyarli noronlarin, noral agi sinaptik olarak suriklemesinden
kaynaklanmakta oldugunu savunur (Guyenet ve ark., 2008; Loeschcke ve ark., 1963).
Dagitilmig ag teorisi ise buna zit olarak buiyiikk miktardaki kemoreseptor alanlarin ve
kemosensitivitenin olmast nedeniyle birgok pH duyarli kanal tipi ve reseptor oldugunu
savunmaktadir. Buna ek olarak, dagitilmis noral ag teorisi farkli alanlara hiyerarsiyi
devretmedigini ve farkli alanlarin farkli durumlar boyunca belki de daha o6nemli

olabildigini savunur (Putnam ve ark., 2004; Nattie ve Li, 2006).

Ozellesmis kemoreseptor teorisini savunanlar RTN' nin kemoresepsiyonun en bilyiik
alan1 oldugunu ve eger bundan baska bir sey varsa diger muhtemel kemoreseptor
alanlarinin sadece RTN' nin aktivitesini dizenledigini tartigmaktadir (Guyenet ve ark.,
2008). Ilk kemoreseptor alan ventromedullar yiizeyde tanimlanmistir (Loeschcke ve
ark., 1963; Mitchell ve ark, 1963). Bu tanimlamadan sonra ventrolateral medulla
icerisinde kemosensitivitenin 6zellikle RTN' de lokalize oldugu ve RTN' nin CO,
duyarliliginda buytk bir rol oynadigina dair bir¢ok kanit bulunmustur (Mulkey ve ark.,
2004; Putnam ve ark., 2004) RTN noronlart tizerinde hem in vivo hem de in vitro olarak
yapilan caligmalarda sadece respirasyon ile modiile edildigi ve giiglii bir sekilde pH
degisikligi ile aktive olabildigi gorulmistir (Mulkey ve ark., 2004; Putnam ve ark.,
2004). Buna ek olarak, RTN kemosensitivitesinin Merkezi solunum ritim modeli
jeneratori (CPG) olusumu bloklansa bile devam ettigi bulunmustur (Mulkey ve ark.,

2004). Ayrica RTN kemoreseptor hucreleri; medullar yizey tzerindeki o6zellesmis
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katman igerisinde dendritlerin uzunlugu boyunca ve kan damarlarinin yakininda pH
degisimlerine duyarlt olacak sekilde ideal olarak lokalize olmus gorinmektedirler
(Ballantyne ve ark., 2001; Mulkey ve ark., 2004). Daha 6nce de anlatildig gibi NTS,
medullar rafe ve LC' nin dahil oldugu spesifik alanlarin stimtilasyonu ventilasyonda bir
artmaya neden olabildigi goralmustir. Guyenet ve ark. mikrodiyaliz probunun noéral
cevreyl ve g¢evresindeki hiicrelerin pH tampon kapasitesini bozdugunu ve boylece
normal kosullarda meydana gelmeyen solunum cevabinin olugmasina neden oldugunu
sOylemektedir (Guyenet ve ark., 2008). Fakat baska bir ¢alismada yapay beyin-omurilik
stvistnin (yBOS) tek basina ventilasyonda higbir degisiklige neden olmadigini ve bunu
cevreleyen alanin da ventilasyonun degisimine etkisi i¢in gerekli olmadigini bulmusgtur

(Nattie ve Li, 2006).

Dagitilmig noral ag teorisi savunuculan ise CO, duyarliliginin beklenenden daha fazla
onemli bir fonksiyon oldugunu savunmaktadir (Nattie ve Li, 2006). Bu noéron
populasyonunun farkli mekanizmalarla CO, duyarliligt kabiliyeti olduguna dair
hiicresel kamtlar da vardir (Putnam ve ark., 2004). Ornegin, TWIK baglantili asit
duyarli K* kanallaninin (TASK) CO. duyarliligi in vitro olarak medullar rafe
hiicrelerinde gorildigi halde retrotrapezoid niikleus (RTN) tizerinde gorilmemektedir

(Mulkey ve ark., 2007).
2.5. Periferal ve Merkezi Solunumsal Kemoreflekslerin Entegrasyonu

Periferal ve merkezi kemoreseptorler homeostazin korunmasi igin birlikte galisirlar ve
her iki sistem, arteriyel parsiyel karbondioksit basinct (Paco,) seviyesindeki degisime
duyarlidir. Hiperkapnik ventilatuvar cevabin (HCVR) olugsmasinda, periferal ve merkezi
kemoreseptorlerin katkilarini gorebilmek i¢in Smith ve ark. (2006)’min yapitigt bir
caligmada, denek olarak kullanilan kopeklerde, CO, stimiilasyonunu ayr aynt kontrol
etmek i¢in, bir ekstrakorporeal perfiizyon devresi implantasyonu yapilmigtir. Smith ve
ark. (2006)’ nin yaptiklart ¢alismanin sonucunda HCVR' nin igte ikisinin merkezi
kemoreseptorlerle, tgte birinin periferal kemoresptorler nedeniyle olustugunu
gosterilmistir. Ayni zamanda yaptiklar ¢alisma, merkezi kemoreseptor stimtilasyonun
tek bagina periferal cevaptan yaklagik 11 saniyelik bir gecikmeyle solunumun cevabina

neden oldugunu gostermistir (Smith ve ark., 2006).

HCVR olusumunda, periferal ve merkezi kemoreseptor etkilesiminin hangisiyle oldugu



21

hala ¢ok iyi bir gekilde bilinmemektedir. Periferal merkezi etkilesimin olmadig
hiperadditif iligki; bir sistemin aktivasyonunun diger sistemin kazancini arttirdiginin ve
hipoadditif iliski; bir sistemin aktivasyonunun diger sistemin kazancini azalttiginin katki
iligkisini destekleyen ¢aligmalar bulunmaktadir (Van Beek ve ark., 1984; Daristotle ve
Bisgard, 1989; Clement ve ark., 1992; St Croix ve ark., 1996). Bir hipoadditif iliskiye
ornek olarak yapilan ¢aligmada, arteriyel olarak perfiize edilmis in situ, vagotomize ve
deserebre rat preperasonunda beyin sap1 ve periferal kemoresptorler ayr ayrn perfiize
edilmistir (Adams ve ark., 1978; Robbins, 1988). Day ve Wilson (2009)un yaptig1
caligmada hem hipoksi i¢in hem de hiperkapni igin beynin asag: seviyelerinde, Paco,,
periferal kemoresptor stimiilasyonuyla frenik sinir cevabinin frekans ve genligini
arttirmigtir (Day ve Wilson, 2009). Benzer bir hipoadditif sonug, yapay olarak perfiize
edilmis uyanik ke¢i modelinde gosterilmis olmasina ragmen Daristotle ve Bisgard
uyanik kegcilerde additif bir merkezi-periferal etkilesim gostermistir (Daristotle ve
Bisgard, 1989). Ayni zamanda insan deneklerinde de ayri ayri yapilan periferal ve
merkezi CO, duyarliligi ¢eligkili ve varsayimlara bagli veriler igermektedir (Dahan ve
ark.,1990; Clement ve ark., 1995). Bazi aragtirmalar ise periferal ve merkezi
kemoreseptorler arasinda higbir etkilesim bulamamistir ve bazilar addatif bir etkilegim

bulmuglardir (Clement ve ark., 1992; Robbins, 1998; Bellville ve ark., 1979).

Periferal ve merkezi kemoreseptorler arasindaki etkilesim ne olursa olsun karotid organ
ile olusan tonik girdiler tam bir merkezi cevap i¢in gereklidir. Karotid organ
reseksiyonu yapilan hastalarda cerrahi sonrast CO, cevabi 3-6 gun arasinda %75
diusmistir ki bu da hayvan calismalarinin 6nerdigi periferal kemoreseptorlerin HCVR'
ye yalnizca ugte birine cevap saglayabilmesinin ¢ok tzerinde bir miktardir (Smith ve
ark., 1984). 1ki yil sonra ise bu duruma bir plastisite olustugu ve hastalarin cerrahi
oncesi HCVR degerlerine tekrar dondiikleri gorilmiistiir (Dahan ve ark., 1990). Karotid
organ reseksiyonunu takiben CO, sensitivetisinin merkezi bilesenleri igerisindeki
disisi bagka bir grup arastirmaci tarafindan ayrica gozlenmigtir. Fakat denekler
tizerinde yapilan ¢alisma, cerrahi iglem ve ¢aligma siiresinin 1 ile 26 yil gibi uzun bir
zaman araliginda olmasindan dolayt sonuglarin  karsilagtirilmasini  oldukga
giclestirmistir (Fatemian ve ark., 2003). Kegilerde ise karotid organ denervasyonu CO,
sensitivitesini baglangigta %60 azaltsa da, insanlardan daha kisa siire igerisinde (15
giinde) normale geri dondigi gortulmugstir (Pan ve ark., 1998). Sekil 4' te periferal ve

merkezi kemoreseptorlerin aktivasyonu ile solunum refleksinin olusumu ve birbirleri ile
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entegrasyonu gosterilmisgtir.

—_— ' _ COyH

Sekil 4. Periferal ve Merkezi Kemoreflekslerin etki mekanizmasi.

Periferal Kemorefleks: Karotid organ arteriyel O,, CO, ve pH degisimlerine duyarlidir
ve NTS ile sinaps yapan karotid sinus siniri ile afferent bilgiyi gonderir. Merkezi
Kemorefleks: NTS, Lokus seruleus (LC), rafe ve retrotrapezoid nitkleusun (RTN) dahil
oldugu CO, duyarli bir¢ok alan beyin sapinda lokalize olmustur. Frenik sinir tizerinden

diyaframi da igeren solunum kaslarinin aktivitesini saglar (Sekil 4).

2.6. Uzun siireli fasilitasyon

USF; akut aralikli hipoksiye (AAH) maruz kalinmasinin ardindan hipoksiye karsi
solunumun yanit1 olarak ventilatuvar motor sinir cevabin genliginde uzun bir sire (>1
saat) sonrasindaki artisidir. AAH, klasik olarak arteriyel parsiyel O, basincinin (Pao,)
45-55 mmHg duzeyinden, normoksik (Pao,> 90 mmHg) araliklarla kesildigi bir
durumunu yansitir (Bach ve Mitchell, 1996; Baker ve Mitchell, 2000; Devinney, 2013).
USF’ yi tanimlamaya yonelik yapilan ilk ¢aligmalarda aralikli hipoksi modeli olarak tig
kez, beser dakikalik hiperoksik (inspire edilen O, fraksiyonu; Fio,= 0.50) aralarla
bolinmig, beser dakikalik hipoksik zaman bolimleri ile uyarilan, Gretan anestezisi
yapilmig, vagus siniri kesilmig ve yapay olarak ventilasyonu saglanmis si¢anlarda,

aralikli hipoksik nobetler uyaran olarak kullanilarak frenik uzun siireli fasilitasyon
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(fUSF) ve hipoglossal sinir USF (hUSF) olusumu ilk defa rapor edilmistir (Bach ve
Mitchell, 1996). Sekil 5(A)' da anestezi altindaki sigcanlarda ti¢ kisa hipoksi dilimini
takiben frenik uzun sureli fasilitasyon (fUSF) olusumu sematize edilmigtir. AAH' yi
takiben, son hipoksik dilimden 60 dakika sonra frenik sinir genliginde kalict bir artig
olup frenik uzun sureli fasilitasyon (fUSF), bu uzun siureli artigt ifade etmek igin
kullanilmistir (Devinney, 2013). Araliklt hipoksik uyarilarin uzun sireli fasilitasyon
(USF) olusumuna neden oldugunu gosteren deneysel caligmalarin yaninda genel 5-
HT>R antagonisti olan metiserjid veya spesifik 5-HT2aR antagonisti olan ketanserin
kullarak 5-HT2aR blokajt olusturmug ve bu uygulamalarin araliklt hipoksi tarafindan
induklenen frenik USF’yi veya karotid sinus sinirinin (CSN) uyarimint 6nledigi
goralmustir (Baker ve Mitchell, 2000). Ayni zamanda serotonin biyosentezinin enzim
degerini simirlamak i¢in  kullanilan triptofan hidroksilaz inhibitéri  (para-
klorofenilalanin) ve serotonerjik nérotoksin (5,7-dihidroksitriptamin) uygulanmasi ile
de uzun sureli fasilitasyon (USF) olusumu azaltilmigtir. Frenik uzun siireli fasilitasyon
(fUSF) olusumuna akut stirekli hipoksinin (ASH) toplamda ayni siire (25 dk) igerisinde
tek bir periyodunun (Sekil 5(B)) degil aralikli hipoksi dilimlerinin neden oldugu
gosterilmistir (Baker ve Mitchell, 2000; Devinney, 2013). AAH tarafindan indiikklenen
solunumsal uzun sireli fasilitasyon (VUSF) olusumu, bilinci agik, spontan nefes alan,
serbestce hareket eden hayvanlarda pletismograf ile dakikada yaptiklari ventilasyonlar
ol¢iilmis ve bu durumda da solunumsal uzun sireli fasilitasyon (VUSF) olusumunun
AAH tarafindan uyarilabildigi gérilmustir (McGuire ve ark., 2002). Uyanik ve anestezi
altindaki degisik hayvan tirleri izerinde yapilan ¢aligmalarda uzun sireli fasilitasyon
(USF) hem bazal ventilasyondaki artma hem de frenik sinir aktivitesi genliginin artmasi
olarak gozlenmigtir (Fuller ve ark., 2000; Mitchell, 2001a; Mitchell, 2001b; Morris ve
Gozal, 2004; Terada ve ark., 2008). Yapilan c¢aligmalar solunumsal uzun sureli
fasilitasyon (VUSF) olusumunun, hipoglossal motor sinir ve interkostal motor
sinirlerinin cevaplart ile frenik sinir cevabin olusturdugu toplam plastisiteyi
disindurmektedir (Fregosi ve Mitchell, 1994; McKay ve ark., 2004; Mateika ve
Sandhu, 2011; Baker-Herman ve Strey, 2011).
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Sekil 5. Frenik uzun siireli fasilitasyon olusumunda kullanilan modelin duyarliligi. (Devinney,
2013’ den modifiye edilmistir.)

Frenik uzun siireli fasilitasyon (fUSF) orta siddetteki akut aralikli hipoksi (AAH) (%11
O.) ile olusurken orta siddetli akut siirekli hipoksi (ASH) (%11 O) ile olusmaz. (A)
AAH nobetlerinden 60 dakika sonra frenik sinir genliginde artma olur. (B) Aym
sturedeki ASH nobetini takip eden 60. dakikada frenik sinir genliginde ¢ok az artma
olur. Bu da USF olusumunun aralikli hipoksi ile daha ¢ok induklendigini

gostermektedir.

Literatiirde uzun sureli fasilitasyon (USF) olusumu tanimlanirken serotonin (5-HT)
bagimli bir mekanizma oldugu bildirilmistir (Olson ve ark., 1979; Kinkead ve ark.,
1998; Fuller ve ark., 2001; Ling ve ark., 2001; Baker ve Mitchell, 2002; Pena ve
Ramirez, 2002; Zhang ve ark., 2004; McGuire ve ark., 2004). 5-HT2a reseptoriiniin (5-
HT2aR) aktivasyonu, yeni protein sentezini baglatmak igin protein kinazlar ve
glutamaterjik noérotransmisyonu arttirmak i¢in sinyal mekanizmasinin alt sinyal yolagin
aktive eder (Sekil 6 / Gq yolagil) (Baker-Herman ve ark., 2004; Dale-Nagle ve ark.,
2010; Pamenter ve Powell, 2016). Muhtemelen bu olay diger glutamaterjik sistemlerde
tanimlandigt gibi presinaptik girdinin duyarliligini  yikseltmek i¢in glutamat
reseptorlerinin, postsinaptik membrana eklenmesini ve/veya fosforillenmesini de igerir

(Sanchez-Perez ve ark., 2005; Llansola ve ark., 2005; Lisman ve Raghavachari, 2006).
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Uzun sureli fasilitasyon (USF) olusumuna neden olan bu sinyal mekanizmast igerisinde
5-HT2aR alt tipi Gq protein ¢iftini indiikledigi i¢in "Q yolagi" olarak adlandirilmaktadir
(Dale-Nagle ve ark., 2010; Pamenter ve Powell, 2016). Akut aralikli hipoksi durumdan
farkli olarak hipoksiye maruz kalma stresinin uzadigt kronik aralikli hipoksi (KAH) ile
kuvvetlenen USF, hipoksik stimulus ile hem yiikselmis karotid organ kemoreseptor
cevabint (duysal USF) hem de HVC olusumunda merkezi sinir sisteminin (MSS)
kazancinin artmasini igerir (Peng ve Prabhakar, 2004). KAH, uzun streli fasilitasyon
(USF) yolagina aracilik eden yeni protein sentezine ve uzun siireli fasilitasyonun (USF)
giclenmesini saglar. KAH sonrasi olusan uzun sireli fasilitasyon (USF) olusumu da
AAH’ de oldugu gibi 5-HT2aR’ nilin aktivasyonuna baghidir (Ling ve ark., 2001,
McGuire ve ark., 2004). Fakat KAH boyunca USF' deki artis AAH ile kiyaslandiginda
5-HT2aR’ nden farkli reseptor alt tiplerinin merkezi (karotid organ ile kiyaslarsak)
etkisiyle olustugu gorilmektedir. Bu bulgu uzun sireli fasilitasyon (USF) olusumunun
bir¢ok mekanizma ile diizenlendiginin kaniti olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Golder ve
ark., 2008; Hoffman ve ark., 2010; Hoffman ve Mitchell, 2011). 5-HT2aR’ nden
bagimsiz olarak adenozin tip 2A (A,aR) ve serotonin 7 (5-HT7R) reseptorleri
aktivasyonu ile de uzun sireli fasilitasyon (USF) olusumuna duyarli olan bir baska
sinyal yolagi tanimlanmistir (Dale-Nagle ve ark., 2010; Pamenter ve Powell, 2016;
Hoffman ve Mitchell, 2011; Hoffman ve ark., 2010). A,aR' leri, metabotropik reseptor
cifti Gs protein baglantili oldugu i¢in bu yolak "S yolag1" olarak adlandirilmigtir (Sekil 6
/ Gs yolagi) (Dale-Nagle ve ark., 2010; Pamenter ve Powell, 2016). Uzun siireli
fasilitasyon (USF) olusumunun molekiiler mekanizmasi, solunumun kontroliinde gorev
alan tim motor noronlar ve beyin sapt Uzerinde solunumla iligkili nukleuslarin

sinapslarinda hentiz kesin olarak ispat edilememisgtir.
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Sekil 6.. 5-HT2 ve Aza/ 5-HT; reseptorlerinin aktivasyonu ile USF olusumu. (Pamenter ve Powell,
2016° dan modifiye edilmistir.)

Gq yolagi (mavi oklar): akut araliklt hipoksi (AAH) ile karotid organ stimiilasyonu
noéromodiilator rafe noronlarindan 5-HT2a reseptorine baglanacak olan 5-HT salgilar. 5-
HT, Gq sinyal kaskadini protein kinaz C (PKC)' yi aktive eder ve beyinden salgilanan
norotrofik faktori (BDNF) indikler. BDNF, fosforillenmis ekstraselliiler sinyal
diuzenleyici (pERK) aktive etmek i¢in tirozin kinaz reseptorine (TrkB) baglanir. pERK,
postsinaptik noronlardaki glutamaterjik N-metil-D-aspartat reseptorlerini (NMDAR)
fosforilize eder ve presinaptik glutamat salinimini duyarliligini arttirarak uzun streli
fasilitasyon (USF) olusumuna neden olur. Gs yolag: (yesil oklar): A;aR veya 5-HT;
reseptorlerinin aktivasyonuyla indtklenir. Gs sinyali, protein kinaz A (PKA)' y1 aktive
ederek immature TrkB (1TrkB) stimiile eder ve fosfo-protein kinaz B (pAkt) modile
edilmesini saglayarak NMDAR’lerini fosforilize eder ve presinaptik glutamat

salintminin duyarliligint arttirir.
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2.7.Ventilasyonun Hipoksiye Aklimatizasyonu (VAH)

Ventilasyon, solunum frekanst (fr) ve nefes alip-verme basina gaz volumuni
tanimlayan tidal volimiin (Vr) bir tiriintidtr. Akut hipoksiye maruz kalinmasiyla karotid
organ uyarilir ve merkezi sinir sistemi hem fr' de hem de V' de gerceklestirdigi bir
artigla ventilasyonun artmasina neden olmaktadir. Hipoksinin hiperbolik bir fonksiyonu
olarak solunum artmasi ve Paco,' nin arka planda olmasina bagli olarak, belli bir doniim
noktasina kadar Pao,' deki degisiklikler, ventilasyonda degisimlere neden olmaktadir

(Weil ve ark., 1970).

Kronik hipoksiyi takiben HVC' de bir plastisite olusur. Ventilasyonun hipoksiye cevabi
zamana ve hipoksik stimulusun modeline baglidir. Sekil 7° de gosterildigi iizere, surekli
hipoksiyi takip eden 5. dakikadan 30. dakikaya kadar ventilasyon azalir ve hipoksik
ventilasyon dugsusi (HVD) meydana gelir. HVD, akut cevapla baglantili olarak
ventilasyonda bir diistisle karakterize edilmektedir ve bu durum normoksik kosullarin
tekrar saglanmasindan sonra bir saate kadar devam eder. Eger hipoksi saatlerden
ginlere kadar devam ederse ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olarak
adlandirilan, ventilasyonda ikinci bir artma meydana gelir. Hipoksinin yillarca devam
etmesiyle hipoksik desensitizasyon (HD) olusur ve boyle bir durum, hipoksiye daha
kisa bir zaman maruz kalan deneklerle karsilastirildiginda, ventilasyonda diisiis oldugu
gozlenmistir. Buna ek olarak, ventilasyonun akut hipoksik cevabi korelmis olarak
nitelendirilir (Powell ve ark., 1998). Bu tez caligmasinin bir amaci da, hipoksinin
saatlerden giinlere kadar surmesinin ardindan olusan ventilasyonun hipoksiye
aklimatizasyonu (VAH) i¢in gegerli potansiyel mekanizmanin, uzun sireli fasilitasyon
(USF) i¢in ¢aligilan molekiiler sinyal mekanizmasti ile kargilastirarak benzerliklerinin ve

fakliliklarinin gosterilmesine katki saglamaktir.
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Sekil 7. Suirekli hipoksi boyunca ventilasyondaki zaman bagimli degisiklikler.

Hipoksik ventilatuvar cevap, hipoksik uyaranin uzunluguna baglidir. Hipoksiye maruz
kalinmasinin ilk anlarinda ventilasyon artar (akut hipoksik ventilatuvar cevap).
Hipoksiyi takiben birka¢ dakika icerisinde ventilasyonda digme gerceklesir (hipoksik
solunumsal diisiis veya HVD). Ventilasyondaki ikinci bir artig (solunumun hipoksiye
aklimatizasyonu veya VAH) hipoksik kosullarda saatlerce veya giinlerce kalinmasiyla
olusur. Hipoksik kosullarda aylarca veya yillarca kalinmasiyla hipoksik azalis (HD)
olusur. Mavi oklar her zaman noktasindaki HVC' yi gostermektedir.

Ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olusumunun geligsmesi i¢in zaman
streci hipoksinin siddetine ve ayni zamanda canli tiirlerine de bagimlidir. Kegilerde
ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH), 6 saat gibi kugiik bir zaman araliginda
gelistigi gozlenmigtir ve buna kargin midillilerde 24 saat sonra ventilasyonun hipoksiye
aklimatizasyonu (VAH) olusumunun tamamlandigi bulunmustur (Forster ve ark., 1981;
Forster ve ark., 1976). Bu zaman streci, insalarda 2900 metrede 4 giin i¢inde ve 4300
metrede 10 giin iginde gergeklesebildigi gibi olduk¢a genis bir zaman siirecinde olusur
(Rahn ve Otis, 1949; Forster ve ark., 1975). 8000 metrenin tizerindeki yerlerde ise VAH
olusumu i¢in 30 gtn tzerinde bir zaman gerekli oldugu bulunmustur (West, 1988).
Kronik hipoksi boyunca ve sonrasinda ratlar da insanlar gibi ventilasyonun hipoksiye
aklimatizasyonu (VAH) olusumu i¢in benzer bir zaman siireci sergilemeleri nedeniyle
ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olusumu tzerinde yapilan aragtirmalar
icin en ¢ok kullanilan hayvan modeli olmustur (Olson ve Dempsey, 1978). Sekil 8' da
gosterildigi iizere, izokapnik HVC' nin yiikselen egimiyle ve ayn1 zamanda normoksik
seviyeye donulduginde kalict bir hiperventilasyon olusturmasiyla ventilasyonun

hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olusumu karakterize edilmektedir. Eger ol¢im
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poikilokapnik kosullarda yapilirsa HVC' 1n egimi degismedigi fakat Pao, nin bitin
seviyelerinde ventilasyonun yuksek olarak kaldig: goriilmustir. Eger izokapnik kogullar
korunursa HVC' 1n olusan egimi kronik hipokside yiiksek olarak kalmaktadir (Aaron ve
Powell, 1993). Ventilasyondaki degisim, kontrol grubunda da ventilasyonun hipoksiye
aklimatizasyonu (VAH) olusumunun zaman siirecine benzer bir gekilde geri doner ve
bu da ventilasyonun hipoksiye deaklimaztizasyonu (VDH) olarak adlandirilmaktadir
(Dempsey ve ark., 1979). Olusan bu hiperventilasyon arteriyel parsiyel karbondioksit
basinct (Paco,) disiigtine yol agar ve bu da bir normoksik denegin apne esiginden
anlamli olarak daha dustk bir seviyede bulunmaktadir. Kronik hipoksi boyunca olugan
plastisite gibi ayni zamanda kronik hiperkapni de ventilasyonu stimiile etmektedir.
Hiperkapniye maruz kalinmasini takip eden birka¢ giin hem hiperkapni kosullarinin
hem de normoksi kosullarinin ventilasyonun azalmasina yol ac¢tigi bulunmustur (Lai ve

ark., 1981). Bu da kronik hipoksi boyunca ventilasyondaki degisikligin tam tersidir.
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Sekil 8. Ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonundaki (VAH) degisiklikler.

VAH normoksik kosullara gore solunumun aktivitesindeki artma (1) ile ve izokapnik

hipoksik solunum cevabi egiminin artmasiyla (2) karakterize edilir.

2.8. VAH Olusum Teorileri

Ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olusumunu agiklamak i¢in onerilen
ilk teorilerden biri; arteriyel ve merkezi kemoreseptorler igin CO, stimtilasyonundaki
potansiyel degisiklikler tizerine odaklanilmigtir. Severinghaus ve ark. bikarbonatin
beyin omurilik sivisi (BOS) igerisinde aktif taginmasinin, serebrospinal sivi pH' sini

normalize ettigini ve merkezi kemoreseptor hiicrelerinde solunum aktivasyonu igin
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gerekli enerjinin sirekliligine izin verdigini 6ne surmiislerdir (Severinghaus ve ark.,
1963). Kemoresptorlerden kaynaklanan hipoksik enerjinin, solunum igin gerekli ve
ventilasyonun artmasina neden olmasi akut hipoksinin tersine kronik hipoksi ile
gergeklestigi dusuntlmektedir. Aym1 zamanda digik arteriyel parsiyel karbondioksit
basinct (Paco,) ve alkaloid beyin omurilik sivisinin (BOS) olustugu yerlerde solunum
inhibe oldugu gozlenmistir. Bu durumun devam ettigi daha sonraki zaman noktalarinda,
arteriyel pH' nin renal kompenzasyonu, serebrospinal sivinin pH kompenzasyonunu
tamamen tamamlanmasina izin verdigi hipotez olarak sunulmustur (Severinghaus ve
ark., 1963). Yiksek irtifada kalan deneklerde bir haftay: takiben ve bir grup yiiksek
irtifada yasayan yerlilerde, serebrospinal sivi pH' st normal seviyedikine benzer olarak
olcilmustur (Severinghaus ve ark., 1963; Severinghaus ve Carcelen, 1964). Bu
caligmanin, bir 6nceki ¢aligmay1 desteklemedigi gorilmektedir ve ayrica serebrospinal
stvi pH' st kronik hipoksiye maruz kalmis deneklerde alkalin olarak gosterilmistir
(Forster ve ark., 1975). Ayn1 zamanda diger kimyasal stimtlasyonlar, hipoksik durumda
zamanla solunumu inhibe etmektedir ve bu durumda ventilasyonun hipoksiye
aklimatizasyonu (VAH) olusumunu agiklamak miimkiin olmamaktadir. Yapilan bir
caligmada, kronik hipokside arteriyel pH seviyesinin deSisiminin, akut hipoksi boyunca
olusan arteriyel pH seviyesinin degisiminden farkli olmadig1 da gorilmistir (Dempsey
ve Forster, 1982). Bu da kemoresptor duyarliliginin veya kemoreseptor stimiilasyonu
strecinin, kimyasal stimillasyonun kendisinin degil, kronik hipoksi boyunca goriilen

ventilasyondaki artmanin zamana da bagli oldugunu agiklamaktadir.

2.9. Kronik Hipoksi Boyunca Plastisite Mekanizmalari

Kronik hipoksi boyunca solunum motor noronlarinda ve kas fonksiyolarinda bir
degisim gozlenmektedir. Fakat bu olasiligin, aralikli hipoksiyi takiben frenik sinir motor
havuzunda olusan plastisite i¢in de gozardi edilemeyecegi distinilmektedir. Aralikli
hipoksi sirasinda bir¢ok hipoksik nobetle frenik uzun sureli fasilitasyon (fUSF)
kuvvetlendirilerek hipoksinin siddetine ve strecine bagli olarak serotonin veya adenozin
bagimli plastisiteye neden oldugu goriilmektedir. Benzer fasilitasyon, hipoksiye maruz
kalinmasinin ayni zaman periyodu igerisinde ve siirekli nobet halinde olmasi ile
gergeklesmedigi gorulmektedir (Baker ve ark., 2001). Bu incelemeyi takiben merkezi
kemoreseptor aktivasyonunun stimiilasyonunun kronik hipoksi boyunca degismedigi

anlagilmig ve ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olusumunu gostermek
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icin merkezi kemoreseptorlerin roli buyuk ol¢iide ¢alisiimamis olarak kalmistir (Forster
ve ark., 1975). Kronik hipoksi ile birlikte ventilasyon enerjisi her iki hipoksik ve
normoksik durum igin artmis ve Paco,' nin normalden daha disik oldugu gorilmustir.
Bu durum bu sekilde olmasina ragmen CO,' nin set noktasi degismis ve de hem
insanlarda hem de ratlarda ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olusumu
tamamen gelistigi halde ventilasyonun hiperkapniye cevabimin egiminde higbir
degisiklik goriilmemistir. Insanlarda kronik hipoksiyi takiben 5 giin igerisinde HCVR
egimi normoksik kontrol grubuyla ayni olmasina ragmen, egri kronik hipoksik
grubunda sola kaymig bir sekilde bulunur (Somogyi ve ark., 2005). Sirekli hipoksiyi
takiben 8 saat sonra insanlarda HCVR egimi artmis ve sadece periferal bilegenler CO,
duyarliligina anlamli bir artis gostermistir (Fatemian ve Robbins, 2001). CO;
degisimine cevabin egimi kronik hipoksi ile zamanla degisebilir olmasi, belki de kronik
hipoksi boyunca merkezi CO, kemosensitivitesi degisikliginden kaynakliyor olabilecegi

diasuntlmektedir.
2.10. Kronik Siirekli Hipoksi ve Adenozin 2A reseptor Aktivasyonu

Hipoksinin MSS igerisinde noronlardan ve/veya glia hiicrelerinden adenozin trifosfat
(ATP), adenozin ve/veya adenin niikleotid salimimini indikledigi yapilan bazi
caligmalarda gosterilmigtir (Phillis ve ark., 1993; Wallman-Johansson ve Fredholm,
1994; Gourine, 2005; Martin ve ark., 2007). Ekstraselliler ATP' nin arttigin1 bildiren bir
caligmada, ATP' nin ektoniikleotidazlarla adenozine doniistigi ve ekstraselliler
adenozin konsantrasyonunu arttirdigi rapor edilmistir (Parkinson ve ark., 2005).
Bulunan bu sonuca gore siddetli hipoksiye (Pao,=25-30 mmHg) maruz kalinmasi
potansiyel olarak noronlardan ve/veya glia hiicrelerinden daha ¢ok ATP/adenozin
salinimint arttiracagl dusincesi, plastisite olusumunda serotonin bagimli Q yolag:
yerine, daha ¢ok adenozine bagimli S yolagininin aktive oldugu ongorilmektedir.
Ventilasyonun hipoksiye verdigi cevap i¢in bu iki G protein mekanizmasinin fizyolojik
onemi, farkli siddetlerdeki ve siureklilikteki hipoksinin farkli yolaklar tzerinden
plastisite olusumunu inditklemesidir. Daha siddetli hipoksi epizodlarinin (Pao,=25-30
mmHg) tercihen S yolagini indikledigi ve buna karsin orta siddetli hipoksi
epizodlarinin ise (Pao,= 45-55 mmHg) Q yolagini indikledigi gosterilmistir (Satriotomo
ve ark., 2009; Vinit ve ark., 2010; Nichols ve ark., 2012; Pamenter ve Powell, 2016). Q

ve S yolaklart aralikli hipoksi ile ayni1 anda baglatilabilir fakat birbirlerine sinirlamalar
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nedeniyle uzun sireli fasilitasyon (USF) olusumu ve kuvvetlenmesi sadece bir yolak
tarafindan saglanmaktadir (Devinney, 2013). Bu etkilesim solunum diginda diger
sistemler igerisinde tammlanmig ¢apraz cevapli inhibisyon mekanizmalari tizerinden
birbirlerine mudahele eden Gs ve Gq proteinlerine 6zgiidiir (Roy ve ark., 2006). Siddetli
akut aralikli hipoksi (AAH) boyunca uzun siireli fasilitasyon (USF) olusumu degiserek
S yolagina bagimli olmasina ragmen bu degisimin nasil meydana geldigi hala
anlagilamamistir (Nichols ve ark., 2012). Muhtemelen siddetli hipoksi boyunca biyiik
olgiide adenozin olusumu veya birikmesi A,AR aktivasyonunu arttirarak guiglii S yolagi
aktivasyonunu olusturur ve daha sonra yolaklarin baskinligr aralarindaki yarigma ile Q
yolaginin baskilanmastyla sonuglanir. Akut siirekli hipoksi (ASH) gibi uzun streli
hipoksiye maruz kalinma durumlarinda biyiik 6l¢iide adenozin olusumu veya birikimi
Q ve S yolaklarinin dengelenmis aktivasyonuna neden olarak uzun sureli fasilitasyon
(USF) olusumunu engelleyebilecegi dusinilmektedir (Sekil 9) (Conde ve Monteiro,
2004; Griffin ve ark., 2012). Bu reseptor aktivasyon dengesi hangi yolun baskin
oldugunu ve hangi yolagin plastisite ifadesinin buyukligiini titrestiren bir "fren" gorevi
gorecegini belirleyecektir. Q ve S yolaklari arasindaki denge ve capraz cevap
etkilesimlerinin kuvveti, farklt motor néron veya solunum merkezleri tizerindeki néron
popilasyonlarn arasinda farklilik gosterebilir. Bu tiir néron heterojenligi, farkli néron
havuzlarina (motor veya duysal noronlar) farkli 6zellikler kazandirabilir ve boylece
nefes alma sirasinda oldugu gibi bir uyarana kargt olusturduklan cevaplar, néron
davraniglarinin kritik hareketlerdeki rollerine uygundur. A,aAR aktivasyonu, hipoksi
sirasinda hicre dis1 adenozin arttigr i¢in AAH kaynakli frenik uzun sureli fasilitasyon
(fUSF) olusumuna katkida bulunur (Hoffman ve ark., 2010). Secici bir AjaR
antagonisti ile 6nceden muamele edilen siganlarda fUSF’ in kuvvetlendigi, intratekal ve
intravendz selektif antagonistlerin verilmesiyle dogrulanmigtir. Kuvvetlenmig fUSF' nin
hala serotonin bagimli olup olmadigini test etmek ig¢in, genis spektrumlu serotonin
antagonisti metiserjid, intratekal olarak ve ardindan orta siddetli AAH' ye maruz
birakilmadan once intratekal Adenozin 2A reseptor antagonisti (MSX-3) uygulanmistir.
Hem 5-HTR hem de AaR’ leri bloke edildiginde, orta siddetli AAH fUSF' yi
uyandirmak i¢in yeterli olmamis ve bu da USF' nin serotonin bagimli oldugunu teyit
etmistir (Hoffman ve ark., 2010). Reseptorlerin alt tiplerine bagli olarak serotoninin
hem Gq hem Gs protein ¢iftini indikledigi vurgulamak 6nemlidir. Bu ¢alismanin

sintrlarindan 1lki; siddetli hipoksi boyunca 5-HT7R ve/veya A,aR aktivasyonuna bagl
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olarak olugan ventilatuvar néroplastisitenin sadece A,AR aktivasyonundaki degisimler
g6z onunde bulundurularak limitlerimiz belirflenmistir. A,AR antagonistleri de kronik
spinal kord yaralanmasi gibi uzun doénemli spinal hasarlanma stirecince ventilatuvar
plastisite olusumuna yol agmaktadir. AAH’ ye maruz birakilan A,AR antagonistleri
uygulanan ve uygulanmayan ratlarda ratlarda bu fikir test edilmitir. Akut hipoksiye her
maruziyet gini intraperitonal (i.p.) AzAR inhibitéri (KW6002) kullanilmis ve tidal

volim de anlamli bir artma meydana gelmistir (Navarrete-Opazo ve ark., 2017).
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Sekil 9. Hipoksi siddetine ve modeline bagl olarak uzun siireli fasilitasyon (USF) olusumuna yol
acan Q ve S yolaklarnt arasindaki ¢apraz cevaplt inhibitér etkilesimler. (Devinney, 2013” ten
modifiye edilmistir.).
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AAH boyunca serotonin reseptor aktivasyonuyla Q yolagi baskin olmasi adenozin
birikiminin az olmasindan kaynaklanmaktadir (sol). Akut siirekli hipoksi (ASH)
boyunca ise ¢ok miktardaki adenozin salintmi veya birikmesiyle S yolag: aktive olur ve
Q yolag aktivasyonunu baskilar (sag). Dengelenmis ¢apraz cevap inhibisyonuyla her
iki yolagin aktivasyonu AAH sonrasinda uzun siireli fasilitasyonu (USF) saglar fakat
akut surekli hipoksi (ASH) boyunca her iki yolak da uzun sireli fasilitasyon (USF)

olusumu gozlenmez.

Aralikli  hipoksi sirasinda  birgok hipoksik nobetle frenik noral  aktivite
kuvvetlendirilerek hipoksinin siddetine ve siiresine bagli olarak serotonin veya adenozin
bagimli plastisiteye neden olmaktadir. Benzer fasilitasyon, hipoksiye maruz
kalinmasinin ayni zaman periyodu igerisinde ve sirekli nobet halinde olmasi ile
gergeklesmedigi goriilmektedir (Sekil 9) (Baker, 2001; Devinney, 2013). Bu incelemeyi
takiben merkezi kemoreseptor aktivasyonu stimilasyonunun surekli hipoksi boyunca
degismedigi anlagilmig ve hipoksinin strekliligine bagli olan ventilasyonun hipoksiye
aklimatizasyonu (VAH) olusumunu gostermek i¢in merkezi kemoreseptorlerin roli
buytk olgude calisilmamis olarak kalmigtir (Forster, 1975). Bu yuzden kronik strekli
hipoksi (KSH) sonrasinda olusan plastisitenin beyin sapinda en az bir merkezi
kemoreseptor alami (ntkleus traktus solitarius; NTS) izerindeki degisimlere bagl
olabilme ihtimalini aragtirdik. Sekil 7° de kronik stirekli hipoksi (KSH) boyunca HVC’
deki degisimler (mavi oklar) gosterilmigtir. Eger hipoksi saatlerden glnlere kadar
devam ederse ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olarak adlandirilan,
ventilasyonda ikinci bir artma meydana gelir (Powell ve ark., 1998; Pamenter ve
Powell, 2016). VAH olusumunun gelismesi i¢in zaman streci hipoksinin giddetine de
bagimlidir. Bu zaman siireci, Rahn, H. ve Otis, A.B. (1949)’ye gore insanlarda 2900
metre yukseklikte 4 giin ve Forster, H.V. vd. (1975)’e gore 4300 metrede 10 giin i¢inde
gergeklegebildigi gibi olduk¢a genis bir zaman siirecinde olusur. 8000 metrenin
tizerindeki yerlerde ise 30 giin Gzerinde bir zaman gerekli oldugu bulunmustur (West,
1988). Kronik hipoksi boyunca ve sonrasinda si¢canlar da insanlar gibi ventilasyonun
hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olusumu i¢in benzer bir zaman siireci sergilemeleri
nedeniyle ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) olusumu iizerinde yapilan
arastirmalar i¢in en ¢ok kullanilan hayvan modeli olmustur (Olson ve Dempsey, 1978).
Bu ¢aligmanin bir amact da siddetli AAH sonrasinda A,AR aktivasyonu ile olugan uzun

sureli fasilitasyon (USF) i¢in gecerli molekiiler sinyal mekanizmasinin siddetli KSH
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boyunca olusan ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonu (VAH) icin de gegerli bir
potansiyel mekanizma olma ihtimalini test ederek, benzerliklerinin ve farkliliklarinin

gosterilmesine katki saglamaktir.

VAH, akut hipoksiye gore, periferik kemoreseptorlerde ve kemoreseptif afferent girdiyi
beyin sapt ¢ekirdeginde isleyerek olusan plastisiteden kaynaklanan ventilasyonu daha
da arttirarak Pao,’ yi artiir ve Paco,’ yi dusurir. Karotid organin periferal
kemoreseptorleri Pao, ve Paco,” deki akut degisikliklere duyarlidir fakat siirekli
hipoksiye maruziyet karotid organ O, duyarliligini arttirmaktadir (Kumar ve Prabhakar,
2012). Bu olay beyin sap1 tizerinde solunumun kontrol merkezlerinden biri olan NTS’
deki afferent girdiyi ve MSS tzerinde plastisite olusumu i¢in belirli bir kemoreseptor
girdisiyle ventilatuvar motor ¢iktiyr daha da arttirmaktadir (Dwinell ve Powell, 1999;
Pamenter ve ark., 2014a; Pamenter ve ark., 2014b; Pamenter ve Powell 2016; Wilkinson
ve ark., 2010). NTS' deki bu plastisitenin mekanizmalart uzun siireli fasilitasyon (USF)
ile benzer olarak glutamaterjik norotransmisyonu gerektirir (Pamenter ve ark., 2014a;
Pamenter ve ark., 2014b). Ancak bu plastisite olusumu i¢in gerekli olan sinyal yolaklar
hentiz bilinmemektedir. Glial hticrelerin noronal iletimi ve merkezi solunum kontroliinii
etkiledigi literatirde agik bir sekilde ifade edilmektedir (Hulsmann ve ark., 2000;
Erlichman ve ark., 2010; Huxtable ve ark., 2010; Fikushi ve ark., 2016; Lorea-
Hernandez ve ark., 2016). Bu nedenle, aklimatizasyon boyunca bu duruma yol agan
hiicreigi sinyal kaskadinda 6nemli bir yeri olabilir. Beyin sap1 solunum merkezlerinde
mevcut olan glial hiicreler noral sinapslart ve komsu kan damarlarini ¢evreler ve noral
sinyalizasyon ve sinaptik transmisyonda yer alan kritik oyuncular olarak rol alir (Bezzi
ve Volterra, 2001). Glial hticreler norotransmitter salinimi ile aktive edilebilirler ve
buna karsilik sinaptik iletimi diizenleyen kendi gliotransmitterlerini serbest
birakabilirler (Accorsi-Mendonga ve Machado, 2013). Astrositler, glial hiicreler
icerisinde heterojen bir poptlasyon olarak yer alir ve bazilari kemosensitif olmakla
beraber sinapslarda nérotransmitter kullanilabilirligini diizenlerler (Vesce ve ark., 1999;
Gourine ve ark., 2010; Panatier ve ark., 2011). Norotransmitterler tarafindan aktive
edilen astrosit kaynaginin yakininda bulunan mikroglia hiicreleri az miktarda ATP
salgilayarak komsu astrositleri aktive eder ve noronal sinyalizasyonu gi¢lendirir
(Pascual ve ark., 2012). Ozellikle adenozin A; ve A,a reseptorleri norotransmitter
salimin1 degistirmede rol oynamaktadir ve MSS boyunca genis ifade seviyelerine

sahiptir. Her iki adenozin reseptori tarafindan bu inhibitér néromodiilasyon, proteine
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bagli metabotrofik Gs reseptorlerini aktive eder. Sekil 10’ de gosterildigi ve asagida
aciklandigi tizere bu reseptorlerin aktivasyonu NTS’ nin de dahil oldugu MSS tizerinde
adenilil siklaz1 uyararak, hiicre icerisinden K* kanallarini rektifiye eder, boylece Ca**
kanallarinin ve fosfolipaz C' nin aktivasyonu inhibe edilmis olur. Bu olay plastisite
olusumu i¢in gereken serotonerjik, dopaminerjik veya noradrenerjik reseptor
aktivasyonu engelledigi gibi bu reseptorlerin aktivasyonunu saglayan glutamat,
serotonin, dopamin ve asetilkolin igeren bir dizi norotransmitterin salinmasini engeller
ve boylece adenozin resptorleri birincil noroprotektif reseptor olarak gorev yapar
(Mukandala ve ark., 2016; Feldman ve ark., 2003). Adenozin, astrosit hicreleri
icerisinde ATP' nin enzimatik katabolizmasi yoluyla adenozin monofosfata (AMP)
doniisir ve daha sonra ekzo-niikleotidaz ile adenozin haline donistiralir. Adenozin
kinaz esas olarak AMP' ye fosforilasyon yoluyla adenozinin ¢ikarilmasindan
sorumludur. Hipoksik kosullar altinda, ekstraselliler ortamda adenozin birikimi
oldugunda, hipoksi ile indiiklenen hipoksi indiiklenebilir faktor 1 alfa (HIF-lo) gibi
faktorler, ekzo-5 niikleotidaz enziminde bir artisa neden olarak hiicre digt ATP' nin
adenozine pargalanmasini saglar. Hipoksi sirasinda, HIF-1a’ nin, néronlarin ve glianin
membranlarinda bulunan, néronal hiicrenin adenozin geri alimini engelleyen equilibratif
(dengeli) niikleozid tastyicilarini (ent-1/2) engelledigi bilinmektedir (Morote-Garcia ve
ark., 2009). MSS izerinde bulunan ¢ok miktardaki ekstraselliler adenozin bu
caligmanin ana bolgesi izerinde (NTS bolgesi) postsinaptik ve presinaptik
membranlarda bulunan A,aR' lerine baglanir. Bu olay sonrasinda ise postsinaptik
aktivasyonu, presinaptik néron tizerinde bulunan A,aR’ lerine adenozin baglanmasi ve
glutamaterjik N-metil-D-aspartat reseptorlerinin (NMDAR) aktivasyonunun inhibe
edilmesiyle glial hiicre aktivasyonuna bagli plastisite olusumuna neden oldugu

disuntlmektedir (Mukandala ve ark., 2016).
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Sekil 10. Merkezi sinir sisteminde adenozin salinimina hipoksinin etkisi. (Mukandala, 2016” dan
modifiye edilmistir).

Hipoksik ortamda NTS iizerinde bulunan astrosit hiicrelerinden ATP' nin yikimi ile
adenozin olusur. (1) Astrosit hiicrelerinden hiicredigina adenozin salgilanir ve sinaptik
boslukta adenozin birikimi gergeklesir. (2 ve 8) Ekstraselliler ortamda bulunan
adenozin presinaptik / postsinaptik néron tizerindeki A,a reseptor aktivasyonuna neden
olur. Hucreigi sinyal kaskadindaki olaylar sonucu (3) K* kanallar rektifiye olur ve (4)
Ca®* kanallari aktive olarak presinaptik norondan (5) glutamat salgilanir. (6)
Ekstraselliler ortamdaki glutamat postsinaptik néronda NMDAR’ lerine baglanarak
surekli hipoksi boyunca plastisite olusumunda rol alir.

Beyin sapinin  solunum merkezlerinde, hem mikroglia hem de astrositler,
immiunofloresan boyama ile gosterildigi gibi, stirekli hipoksi ile aktive edilmis gibi
gorinmektedir (Tadmouri ve ark., 2014). Minosiklin gibi genis spektrumlu bir
antibiyotik ile mikroglial aktivasyonu inhibe etmek, 24 saatlik stirekli hipoksi sonrasi
VAH' 1 ve ayrica astrosit aktivasyonunu inhibe ederek astrosit aktivasyonunun
mikroglial aktivasyonla modiile edildigi fikrini desteklemektedir (Tadmouri ve ark.,
2014). Ayrica bu tez ¢alismasinda adenozin birikimine bagli glial hiicre aktivasyonunun
ventilasyonun strekli hipoksiye aklimatizasyonu i¢in kritik bir sinyal oldugu ve bu
sinyalin NTS’ de glial aktivasyonu ilerlettigi adenozin A reseptor aktivasyonunun

immiinofloresan goriintillemesi yapilarak gostermek istenildi. Yukarida da anlatildig
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tizere inflamasyon, ventilasyonun hipoksiye aklimatizasyonunda noéral plastisite
olusumu i¢in bagka bir sinyal yolu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada
KSH boyunca anti-inflamatuar ilaglarin karotid organin artmig O, duyarliligin1 bloke
ettigi gorilmektedir (Liu ve ark., 2009). Buna benzer olarak KSH boyunca steroid
olmayan anti-inflamatuar ilag (NSAID) uygulamasinin MSS' nde plastisite olusumunu
bloke ederek HVC' yi arttirdig1 da bulunmustur (Popa ve ark., 2011). Ayn1 zamanda bir
NSAID olan ibuprofenin yuksek irtifada (3,800 m) iki gtun gibi gecici bir sire kalan
insanlarda izokapnik HVC artisim1 korelttigi bulunmustur (Basaran ve ark., 2016).
Sonug¢ olarak, inflamasyon ve sitokin ekspresyonu ile iligkili olarak NTS' de glial
aktivasyonunun bloke edilmesi kronik hipoksi boyunca ventilatuvar aklimatizasyonu
bloke etmektedir (Stokes ve ark., 2017). Bu ¢aligmalarin hepsinde baglangi¢ta ve kronik
hipoksiye maruz kalma siiresinin tamami boyunca anti-inflamatuar ila¢ uygulamasi
yapilmigtir. HVC' de kronik hipoksi ile noral plastisitenin inditksiyonu veya korunmasi
icin inflamatuar sinyallerinin gerekli olup olmadigr heniiz net degildir.

Tam bu bilgiler 1s18inda, bu calismada siddetli kronik hipoksiye maruz birakilan
siganlarda adenozine bagimli ventilatuvar plastisite olusumuna neden olan VAH
olusumunda inflamatuar sinyallerin de roli oldugu ve VAH mekanizmasinin
korunmasinda etkili olup olmadigint test etmek hipotez olarak sunulmustur. Heniiz
tizerinde vyeterince ¢alisma yapilmamis bu konudaki arasgtirmalar, solunum
merkezindeki mekanizmalar veya etkilesimleri anlamak i¢in, solunum yetmezligi ve
diger motor fonksiyon bozukluklart olan hastalarin tedavisinde yeni yontemlerin
geligsmesine katki saglayacagi disiiniilmektedir. Bu ¢aligma ile kullanilacak olan hipoksi
modelinin kronik obsriiktif akciger hastaligi (KOAH) gibi hastaliklarda, dokulara ulagan
O, miktarindaki degisiklikleri taklit ederek veya norolojik hastaliklarda (amyotrofik
lateral ~ skleroz; ALS, multiple skleroz; MS gibi) ve spinal kord
yaralanmasi/zedelenmesinde gorillen uzun siireli motor sinir fonksiyon kayiplarina
neden olan sebeplerin  ventilatuvar néroplastisiteye yol agan  reseptor
aktivasyonu/inhibisyonunu saglayan agonist—antagonist ve anti-inflamatuar ilaglarin

gelistirilmesine yonelik katki saglayacag dustnilmektedir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1.DENEY HAYVANLARI

Bu ¢aligmada, her bir grup (Toplamda 4 grup ve her grubun 3 alt grubu bulunmaktadir)
icin 18 adet olmak tizere toplamda 72 adet, erkek, 2 aylik Sprague Dawley cinsi sigan
kullamld:. Siganlar Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezi' nde uretilmis olup, 12 saat 1s1k 12 saat karanlik bir saat dongiisii igerisinde
standart sican kafeslerinde, standart oda sicakliginda, musluk suyu ve standart si¢an
yemi ile kisitlama yapilmaksizin beslendi. Testler giindiz yapildi ve bitin viicut
pletismografisi (TVP) ile ventilasyon (V) ve ventilasyon bilesenleri olan solunum
frekansi (fR) ve tidal volim (TV) ol¢imleri sirasinda besin ve su verilmedi. Bir deney
sonunda agirlig ol¢tlen siganlar, inhalasyon yoluyla %100 O, igerisinde %5 izofloran
bulunan anestezi odasina konularak anestezi altina alind1 ve 6lim kardiyak ventrikiiler

insizyon yoluyla agik gogiis anevrizmast ile dogrulandi.

3.2.DENEY GRUPLARI

Caligmada Sham ve Kronik Sirekli Hipoksi (KSH) olmak tizere temel olarak 2 grup
olusturuldu. Sham grubu siganlar, normoksik %21 O, seviyesine 7 giin boyunca
normobarik oda igerisinde maruz kaldilar. Ancak Sham gurubu, normobarik odalarinin
bulundugu ve aymi zamanda tez ¢alismasinda ventilasyonda parametleri 6l¢timlerinin
yapildig1 kurulus olan Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi’nin deniz
seviyesinde olmayist yoninden normoksik sartlardan farklidir. Bu sebeple grup
isimlendirilmesinde normoksi ifadesi yerine Sham ifadesi tercih edildi. Yedi giin
boyunca normobarik oda igerisinde farkli O, seviyelerinde tutulan hayvanlardan 36
tanesi Sham grubu i¢in ve 36 tane tanesi ise kronik strekli hipoksi grubu i¢in ayrildi.
Sham grubu siganlart 12 tanesi kontrol grubu olarak, 12 tanesi dimetil stlfoksit
(DMSO) uygulamast yapilan grup olarak ve 12 tanesi ise adenozin 2A reseptor

antagonisti olan MSX-3 uygulamasi yapilan grup olmak tizere ayrildi. Kontrol grubunda
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olan 12 hayvana normobarik oda igerisinde kaldigi siire boyunca herhangi bir ilag
uygulamast yapilmadi.12 adet sigan bulunan dimetil stlfoksit (DMSO) uygulamasi
yapilan gruba ve 12 adet sican bulunan adenozin 2A reseptdr antagonisti (MSX-3)
uygulamas: yapilan gruba her giin ‘llag Dozlar’® kisminda belirtilen sekilde ilag
enjeksiyonlart yapildi. Yedi ginin sonunda tiim vicut pletizmografi (TVP) ol¢imu
yapilmak tizere Sham grubu kontrol hayvanlan orta siddetli Sham (ogSham_KON) i¢in
6 adet ve siddetli Sham (sSham_KON) i¢in 6 adet olmak tzere kontrol gruplar igin
ikiye ayrildi. Ayni sekilde Sham gubu dimetil siilfoksit (DMSO) uygulamast yapilan ve
adenozin 2A reseptor antagonisti (MSX-3) uygulamasi yapilan gruplar 6’sar adet sican
olacak sekilde orta siddetli Sham DMSO (ogSham_DMSO), siddetli Sham DMSO
(sSham_DMSO), orta siddetli Sham MSX-3 (ogSham MSX-3) ve siddetli Sham MSX-
3 (sSham MSX-3) gruplan olarak ayrildi. Sham gruplart tim vicut pletizmografi
ol¢imii i¢in Sham modeli TVP ol¢iim protokolti kullanildi (Sekil 11). Tum viicut
pletizmografi o6lgimu sirasinda orta siddetli Sham grubu (ogSham) icin hipoksik
maruziyette %13 O, seviyesi kullanilirken siddetli Sham grubu (ogSham) i¢in hipoksik

maruziyette %10 O seviyesi kullanildi.

Kronik strekli hipoksi (KSH) grubu siganlari 18 tanesi orta siddetli kronik siirekli
hipoksi grubu (osKSH) i¢in ve 18 tanesi siddetli kronik siirekli hipoksi grubu (sKSH)
icin olmak uzere ayrildi. Orta siddetli kronik strekli hipoksi grubunda (osKSH) 18
sicandan 6 tanesi orta siddetli kronik strekli hipoksi hipoksi grubu (osKSH_H) olarak, 6
tanesi orta siddetli kronik stirekli hipoksi dimetil silfoksit (DMSO) uygulamasi yapilan
grup (osKSH DMSO) olarak ve 6 tanesi ise orta siddetli kronik siirekli hipoksi
adenozin 2A reseptor antagonisti olan MSX-3 uygulamasi yapilan grup (osKSH _MSX-
3) olmak tuzere ayrildi. Orta siddetli kronik sirekli hipoksi gruplarn (osKSH) 7 giin
boyunca normobarik oda igerinde %13 O, seviyesine maruz birakildi. Orta siddetli
kronik siirekli hipoksi hipoksi grubuna (osKSH H) normobarik oda igerinde kaldigr
stire boyunca herhangi bir ilag uygulamasi yapilmadi. Orta siddetki kronik siirekli
hipoksi DMSO grubuna (osKSH DMSO) ve orta siddetli kronik stirekli hipoksi MSX-3
grubuna (osKSH MSX-3) her giin ‘llag Dozlari® kisminda belirtilen sekilde ilag
enjeksiyonlart yapildi. Kronik siirekli hipoksi (KSH) gruplar tiim viicut pletizmografi
olgtimii i¢in kronik siirekli hipoksi modeli TVP 6l¢im protokoli kullanildr (Sekil 12).
Protokol boyunca normoksik nébet ve hipoksik ventilatuvar cevap olusum siirelerinde

%13 O seviyesi kullanilirken bunlarin diginda kalan zaman boyunca %21 O, seviyesi
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kullanmld.

Siddetli kronik sturekli hipoksi grubunda (sKSH) 18 sicandan 6 tanesi siddetli kronik
surekli hipoksi hipoksi grubu (sSKSH_H) olarak, 6 tanesi siddetli kronik stirekli hipoksi
DMSO uygulamast yapilan grup (sSKSH _DMSQO) olarak ve 6 tanesi ise siddetli kronik
strekli hipoksi adenozin 2A reseptor antagonisti olan MSX-3 uygulamast yapilan grup
(sKSH_MSX-3) olmak tizere ayrildi. Siddetli kronik stirekli hipoksi gruplart (§KSH) 7
giin boyunca normobarik oda igerinde %10 O, seviyesine maruz birakildi. Siddetli
kronik strekli hipoksi hipoksi grubuna (sKSH_H) normobarik oda i¢erinde kaldig: siire
boyunca herhangi bir ilag uygulamasi yapilmadi. Siddetli kronik siirekli hipoksi DMSO
grubuna (sKSH DMSO) ve siddetli kronik strekli hipoksi MSX-3 grubuna
(sKSH_MSX-3) gruba her giin ‘llag Dozlar® kisminda belirtilen sekilde ilag
enjeksiyonlart yapildi. Kronik siirekli hipoksi (KSH) gruplar tiim viicut pletizmografi
olgtimui i¢in kronik stirekli hipoksi modeli TVP 6l¢im protokoli kullanildr (Sekil 12).
Protokol boyunca normoksik nobet ve hipoksik ventilatuvar cevap olusum surelerinde
%10 O seviyesi kullanilirken bunlarin diginda kalan zaman boyunca %21 O, seviyesi

kullanildi. Olusturulan tim gruplar tablo halinde verilmistir (Tablo1,2,3,4).

Tablo 1. Siddetli Sham alt gruplart.

[Durum

GRUPLAR sSham KON sSham DMSO sSham MSX-3

[Tedavi tedavi yok DMSO MSX-3

O, yiizdesi 1% 21% 1%

tedavi giinleri Y ok 7 glin boyunca [7 glin boyunca

[TVP 6lciimii [7. glin sonu 7. glin sonu [7. giin sonu

IN Grup_Toplam 6 6 18
Tablo 2. Orta siddetli Sham alt gruplar

[Durum

GRUPLAR ogSham KON osSham DMSO osSham MSX-3
[Tedavi [Tedavi yok IDMSO MSX-3

O yiizdesi 21% 1% 21%

[Tedavi giinleri Y ok [7 glin boyunca 7 glin boyunca

[TVP 6lciimii 7. glin sonu [7. glin sonu 7. glin sonu

IN Grup_Toplam 6 6 6 18




Tablo 3. Orta siddetli kronik siirekli hipoksi alt gruplari
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[Durum

IGRUPLAR osKSH_KON osKSH_DMSO osKSH_MSX-3

tedavi tedavi yok IDMSO MSX-3

0, viizdesi 13% 13% 13%

tedavi giinleri Y ok [7 glin boyunca 7 glin boyunca

[TVP 6lciimii 7. glin sonu [7. giin sonu 7. glin sonu

F\IGruproplam 6 6 18
Tablo 4. Siddetli kronik stirekli hipoksi alt gruplar

[Durum

IGRUPLAR sKSH_KON SKSH_DMSO sKSH_MSX-3

tedavi tedavi yok IDMSO MSX-3

O, yiizdesi 10% 10% 10%

tedavi giinleri Y ok [7 glin boyunca 7 glin boyunca

[TVP 6lciimii 7. giin sonu [7. giin sonu 7. glin sonu

ﬁ\IGruproplam 6 6 18 I

3.2.1.ilag: Dozlar:

Olusturulan deney gruplarinda belirtilen giinlerde yapilan enjeksiyon dozlar: asagida

aciklanmigtir.

1. A2AR antagonisti: Ester disodium tuzu; MSX-3 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA). 50uM DMSO igerisinde ¢oziinmiig intraperitonal (i.p.) 1 pug kg-1 dozu
belirtilen giinlerde enjeksiyon yapildi.

2. Dimetil Siilfoksit: %40’1ik DMSO c¢o6zeltisi intraperitonal (i.p.) 1 pg kg-1 dozu
belirtilen ginlerde enjeksiyon yapildi.

3.3. Ventilasyon ve Ventilasyon Parametreleri Olciim Protokolleri

Siganlarin chamberda tutuldugu stire boyunca pletismografi cihazi (Biosystems XA
software; Buxco Electronics, Wilmington, NC) ile Ventilasyon (Vt,Vi,fr), pletismografi
odalarinin igerisinin sicakliginin gl¢iimii, solunan havadaki nem miktari, ortam sicakligi
ve basing o6lgimu yapildi. Pletizmografi odalarina giden basingli havanin 3L/dk’lik
akim gostermesi saglanarak inspire edilen havanin gaz komposizyonunun kontrol
edilmesi, O, ve CO miktarlarinin degistirilmesi i¢in akis kontrolérii (Sable Systems

MFC-4) kullanildi. Fizyolojik ol¢timlere baslarken oncelikle siganlara 30 dk
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aklimatizasyon uygulandi. Bu sayede solunum parametreleri surekli olarak ol¢iiliirken
sicanlarin uyanik ve sakin olmasi saglandi. Siganlarin uyanik ve sakin oldugu zamanlar

analiz i¢in kullanild1.

3.3.1.Sham Modeli TVP Olciimii

Sham modeli uygulanan, solunum parametreleri olgilen siganlarin, 6lgim yapilacagi
giin plestismografi odasi igerisinde ilk 30 dk boyunca %21 O, seviyesinde aklimatize
olmalarina izin verildi. Aklimatizasyon igleminden sonra 10 dk boyunca hipoksik
kosullardaki orta siddetli veya siddetli hipoksiyi model alan (FIO,= 0.13 / 0.10 ve
FICO,= 0.03 (N2 ile balans) gaz fraksiyonlarina maruz birakilarak uyandirma (hipoksik
nobet) islemi yapildi. Uyandirma igleminden sonra 30 dk boyunca normoksik
kosullardaki (FIO,= 0.21 ve FICO,= 0.003 (N2 ile balans)) gaz fraksiyonunda,
reoksijenizasyon tekrar saglanarak, bazal ventilasyon ol¢imi yapildi. (Sekil 11)
Normoksik kosullardaki bazal ventilasyon ol¢iimiinden sonra HVC’ nin etkisini gormek
i¢cin 15 dk boyunca (FIO,=0.13/ 0.10 ve FICO,= 0.03 (N2 ile balans) hipoksiye maruz
birakilarak ventilasyon 6l¢timii yapildi. Daha sonra tekrar reoksijenizasyon saglanarak
15 dk boyunca normoksik gaz fraksiyonlarinda ventilasyon 6l¢iimii yapilarak toplamda

100. dakikada ol¢tim sonlandirildi (Wilkinson ve ark., 2010; Wilkinson ve ark., 2011).
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Sekil 11. Sham modeli i¢in zamana bagli TVP &l¢iim protokolii.
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Denekler tim viicut pletizmografi (TVP) odast igerisinde ilk 30 dk aklimatize
edilecektir. Protokolde belirtilen siyah duz ¢izgiler inspire edilecek O, degisimini, siyah

kesikli ¢izgiler ise CO, degisimini gostermektedir.
3.3.2. Kronik Siirekli Hipoksi Modeli TVP Ol¢iimii

Kronik strekli hipoksi modelleri uygulanan, solunum parametreleri olgiilecek sicanlar,
ol¢iim yapilacagi giin plestismografi odast igerisinde ilk 30 dk boyunca %13 / %10 O,
seviyesinde aklimatize olmalarina izin verilecektir. Aklimatizasyon igleminden sonra 10
dk boyunca normoksi kosullardaki (FIO,= 0.21 ve FICO,= 0.03 (N2 ile balans)) gaz
fraksiyonlarina maruz birakilarak uyandirma (normoksik nobet) islemi yapilacaktir.
Uyandirma igleminden sonra 30 dk boyunca hipoksik kosullardaki (FIO,= 0.13 / 0.10
ve FICO,= 0.03 (N2 ile balans) gaz fraksiyonunda, hipoksik bazal ventilasyon 6l¢imu
yapilacaktir. (Sekil 12) Hipoksik kosullardaki bazal ventilasyon oOl¢imunden sonra
HVC olusumunu gormek i¢in reoksijenizasyon tekrar saglanarak 15 dk boyunca (FIO,=
0.21 ve FICO,= 0.03 (N2 ile balans) normoksik kosullarda ventilasyon ol¢imu
yapilacaktir. Daha sonra tekrar hipoksik kosullar (FIO,= 0.10 / 0.13 ve FICO,= 0.03
(N2 ile balans) saglanarak 15 dk boyunca hipoksik gaz fraksiyonlarinda ventilasyon
ol¢imii yapilarak toplamda 100. dakikada ol¢iim sonlandirilacaktir (Wilkinson ve
ark., 2010; Wilkinson ve ark., 2011).

=
Uyandirma,/ HYWCihipoksik
Pl et wventilatusar cevap)

HWC =onras;
(post HUEE

Aklimitizasyon

HWVC dncesi (preHWC)

Inspre edilen gaz (%)

Sekil 12. Kronik siirekli hipoksi modeli i¢in zamana bagli TVP 6l¢iim protokolii.

Denekler TVP odast igerisinde ilk 30 dk aklimatize edilecektir. Protokolde belirtilen
siyah diiz ¢izgiler inspire edilecek %13' lik hipoksi i¢in O, degisimini, kesikli kirmizi
cizgiler ise %10 ' luk hipoksi i¢in O, degisimini, siyah kesikli ¢izgiler ise CO;

degisimini gostermektedir.
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3.4.Doku Perfiizyonu, Dokularin Cikarilmasi ve Doku kesitlerinin alinmasi

Siganlarin tim viicut pletizmografi 6l¢imleri yapildiktan hemen sonra 1ganlara sakrifiye
oncesinde intraperitoneal (ip) heparin 0.4ml (1000 Ginite/ml) uygulanarak birka¢ dakika
beklenildi. Izofloran ile inhalasyon anestezisi uygulandi. Sakrifikasyon iglemi
yapildiktan sonra siganlara sol ventrikil /aortik kateterizasyon islemi yapildi
Kateterizasyon isleminden sonra 200ml serum fizyolojik ile viicutdaki tim kan
uzaklastirildi ve hemen sonrasinda %4’ lik paraformaldehit (Paraformaldehit Granular,
MERK) ile perfiize edildi. Daha sonra spinal kord ve beyin sapt c¢ikartilarak
immunofloresan boyama igin isleme alindi. Cikarilan dokular +4°C’de bir giin veya iki
giin %4’ lik paraformaldehit tamponu igerisinde tutuldu. Daha sonra %30’luk siikroz
¢ozeltisi igerisine transfer edilerek batana kadar +4°C’de 2 giin muhafaza edildi. Dokular
battiktan sonra izomatrikse gomildi. Daha sonrasinda dokular nitrojen dolu kaba
sarkitilarak donduruldu. Dondurulan dokular -80 °C’de saklandi ve sonra donduruculu
karyostat (CM 1860 UV, LEICA) kullanilarak -20 °C’de 30 um kalinliginda transvers
kesitler alindi. Dokular seriler halinde toplandi. Toplanan dokular daha sonra
immiinofloresan boyama yontemi c¢alisilmak iizere antifriz soltisyonuna (%50 PBS, %30
etilen glisol, %20 gliserol) konuldu. Antifriz ¢ozeltisine konulan dokular -20 OC
derecede saklandi (Wilkinson ve ark., 2010, Wilkinson ve ark., 2011; Nichols ve ark.,
2012; Satriotomo ve ark., 2009; Satriotomo ve ark., 2012).

3.5.Floresan Boyama ve Floresan Goriintiileme

Her gruptan sadece MSX-3 enjeksiyonu yapilan siganlardan seriler (A, B, C, D, E)
halinde alinan beyin sapt dokusu kesitleri i¢in birer seri (her boyama i¢in bir seri olacak
sekilde) secilip kullanildi. Segilen seriler 4 kez 5’er dakika 35-40 rpm’de ¢alkalanarak
PBS soliisyonu ile yikandi. Doku kesitleri PBS i¢inde ¢ozinmus %0.5 Triton X-100
igerisinde 2 saat bekletildi. Permeabilizasyondan sonra doku kesitleri PBS ile 4 kez 5’er
dakika yikandi. Kesitler blok tamponu (PBS i¢inde %5 serum) kullanilarak 2 saat
boyunca 40 rpm’de c¢alkalanarak bloklandi. Bloklanan dokular 4 kez 5 dakika PBS
solisyonu ile yikandi. Yikama isleminden sonra slaytlara primer antikor adenozin
reseptor Aza (Millipore, 1:400, Burlington, Massachusetts) kullanilarak 1gece +4 °C’de
inktbe edildi. Primer antikorda inktbe edilen slaytlar PBS ile 4 kez 5’er dakika 40

rpm’de calkanarak yikandi. Daha sonra oOrnekler 1siktan zarar gormemesi igin
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aliminyum ile kaplandi. Floresan isaretli sekonder antikorla Alexa Flour 532
(Thermofisher, 1:400, Waltham, Massachusetts) 2 saat 40 rpm’de g¢alkanarak inkiibe
edildi. Inkiibe edilen slaytlar 4 kez 5’er dakika 40 rpm’de galkanarak PBS soliisyonu ile
yikandi. Daha sonra slaytlara alinan dokularin etrafi pap pen kalem ile gizilerek 5
dakika 4’6-diamidino-2-fenildol (DAPI) ile inkiibe edildi. DAPI isleminden sonra 2 kez
5 dakika PBS soliusyonu ile yikanilan dokular flouromount ile kapatildi. Kapatilan
dokular kurumast i¢in 30 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra karanlik ortamda -20

0C’de sakland.
3.6.Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi GraphPad Prism (Versiyon 8.0.2) programi ile gerceklestirildi.
Ventilasyon (Vi) ve ventilasyon bilesenleri (fr,Vr) degiskenlerinin gruplar arasi
karsilagtirmalari i¢in TWO-WAY ANOVA analiz ve Dunn-Bonferroni testi, zamana
gore olan kargilagtirmalarda ve hipoksi siddeti karsilagtirmalarinda TWO-WAY
ANOVA ve Dunn-Bonferroni testi kullanildi. Immiinofloresan boyama
sonuglarinda ONE WAY ANOVA ve Dunn-Bonferroni testi kullanildi. Anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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Sekil 13. Orta Siddetli Sham ve Orta Siddetli KSH gruplarinda yapilan ilag uygulamalar siitun
grafikleri

Sham gruplan igin kullanilan tim vicut pletizmografisi (TVP) ol¢im protokolinde
hipoksik ventilatuvar cevap (HVC) 6l¢im kismu (a) ile ve hipoksik ventilatuvar cevap
sonrast (postHVC) olgim kismi (b) ile gosterildi. Kronik Siirekli Hipoksi gruplart i¢in
kullanilan TVP 6l¢tim protokoliinde hipoksik ventilatuvar cevap (HVC) 6lgim kismi (¢)
ile ve hipoksik ventilatuvar cevap sonrast (postHVC) olgim kismi (d) ile gosterildi.
Sekil 11 ve Sekil 12°de TVP ol¢iim protokolleri detayli sekilde anlatildi. Grafiklerde
anlamlilik (*) isareti ile gosterildi. ogSham KON: Orta siddetli Sham kontrol grubu,
osSham DMSQO: orta siddetli Sham DMSO grubu, ogSham MSX-3: orta siddetli Sham
MSX-3 uygulamasi yapilan grup. osKSH _H: orta siddetli kronik siirekli hipoksi hipoksi
grubu. osKSH DMSO: orta siddetli kronik strekli hipoksi DMSO grubu,
osKSH MSX-3: orta siddetli kronik stirekli hipoksi MSX-3 grubu. Orta siddetli kronik
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surekli hipoksi grubunda tidal volimde hem HVC’de hem postHVC’de istatistiksel

olarak anlamli artig bulundu (p<0,005).

Tablo 5. Orta Siddetli Sham grubu ventilasyon bulgulari tablosu

VENTILASYON Ortalama Deger 1 (mI/min*kg)  Ortalama Deger 2 (mL/minekg) P degeri
13% (HVC)

osSham_KON vs. osSham_DMSO 318,2+33,76 333,9+39,66 >0,9999
ogSham_KON vs. ogSham_MSX-3 318,2+33,76 351,3+65,47 0,1765
ogsSham_DMSO vs. osSham_MSX-3 333,9+39,66 351,3+65,47 0,9495
21% (postHVC)

osSham_KON vs. osSham_DMSO 206,8+19,05 214,1+22,55 >0,9999
ogSham_KON vs. ogSham_MSX-3 206,8+19,05 234,3+37,98 0,3434
ogSham_DMSO vs. ogSham_MSX-3 214,1+22,55 234,3+37,98 0,7371
Tablo 6. Orta Siddetli KSH grubu ventilasyon bulgulari tablosu

VENTILASYON Ortalama Deger 1 (mI/min°kg)  Ortalama Deger 2 (mL/minekg) P degeri
13% (postHVC)

osKSH_H vs. osKSH DMSO 291,9+39,31 332442,08 0,0595
osKSH_H vs. osKSH MSX-3 291,9+39,31 305+39,28 >0,9999
0sKSH_DMSO vs. 0sKSH_MSX-3 332+42,08 305+39,28 0,2594
21% (HVC)

osKSH_H vs. osKSH DMSO 228,5+19,64 241,3+25,82 >0,9999
osKSH_H vs. osKSH MSX-3 228,5+19,64 213,7+26,55 >0,9999
0osKSH_DMSO vs. 0sKSH_MSX-3 241,3+25,82 213,7+26,55 0,2412
Tablo 7. Orta Siddetli Sham grubu frekans bulgulan tablosu

FREKANS Ortalama Deger 1 (BPM) Ortalama Deger 2 (BPM) P degeri
13% (HVC)

osSham_KON vs. osSham_DMSO 131,2+£22.0 135,5+27,31 >0,9999
ogSham_KON vs. ogSham_MSX-3 131,2+22,0 138+18,84 >0,9999
ogSham_DMSO vs. ogSham_MSX-3 135,5+27,31 138+18,84 >0,9999
21% (postHVC)

osSham_KON vs. osSham_DMSO 113,2+18,48 121,4+14,47 >0,9999
ogSham_KON vs. ogSham_MSX-3 113,2+18,48 121,9+16,87 09175
ogSham_DMSO vs. ogSham_MSX-3 121,4+14,47 121,9+16,87 >0,9999




52

Tablo 8. Orta Siddetli KSH grubu frekans bulgulan tablosu

FREKANS Ortalama Deger 1 (BPM) Ortalama Deger 2 (BPM) P degeri

13% (postHVC)

osKSH_H vs. 0sKSH_DMSO 130,3+20,80 121,9+11,64 0,9787
osKSH_H vs. osKSH_MSX-3 130,3+£20,80 140,4+19,82 0,6108
osKSH_DMSO vs. osKSH_MSX-3 121,9£11,64 140,4+19,82 0,0678
21% (HVC)

osKSH_H vs. 0sKSH_DMSO 119,5£13,12 101,6+14,19 0,1184
osKSH_H vs. osKSH_MSX-3 119,5+13,12 120,9+17,79 >0,9999
osKSH_DMSO vs. osKSH_MSX-3 101,6+14,19 120,9+17,79 0,0529

Tablo 9. Orta Siddetli Sham grubu tidal voliim bulgular tablosu

TIDAL VOLUM Ortalama Deger 1 (mL/kg) Ortalama Deger 2 (mL/kg) P degeri
13% (HVC)

ogSham_KON vs. ogSham_DMSO 2,493+0,22 2,554+0.45 >(,9999
ogSham_KON vs. ogSham_MSX-3 2,493+0,22 2,589+0,40 >(,9999
ogSham_DMSO vs. ogSham_MSX-3 2,554+0,45 2,589+0,40 >(,9999

21% (postHVC)

osSham_KON vs. ogSham_DMSO 1,88+0,21 1,797+0,18 >0,9999
osSham_KON vs. ogSham_MSX-3 1,88+0,21 1,949+0,25 >0,9999
ogSham_DMSO vs. ogSham_MSX-3 1,797+0,18 1,949+0,25 0,7175

Tablo 10. Orta Siddetli KSH grubu tidal voliim bulgular tablosu

TIDAL VOLUM Ortalama Deger 1 (mL/kg) Ortalama Deger 2 (mL/kg) P degeri

13% (postHVC)

osKSH_H vs. 0sKSH_DMSO 2,279+0,24 2,786+0,47 0,0209
osKSH_H vs. osKSH_MSX-3 2,279+0,24 2,225+0,30 >0,9999
osKSH_DMSO vs. osKSH_MSX-3 2,786+0,47 2,22540,30 0,0047
21% (HVC)

osKSH_H vs. 0sKSH_DMSO 1,944+0,23 2.,463+0,57 0,0177
osKSH_H vs. osKSH_MSX-3 1,944+0,23 1,81+0,23 >0,9999
osKSH_DMSO vs. osKSH_MSX-3 2,463+0,57 1,81+0,23 0,0009

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Orta Siddetli Sham ve Orta
Siddetli KSH gruplarinda yapilan ilag uygulamalart siitun grafiklerinde (Sekil 13)
istatistiksel analiz i¢in kullanilan veriler tablolar halinde gosterildi (Tablo 5,6,7,8,9,10).

Kirmizi renkte goriilen degerler istatistiksel olarak anlamli (p<0,005) bulundu.

Adenozin 2A reseptor aktivasyonunun VAH uzerindeki etkisini belirlemek igin

normoksi ve kronik strekli hipoksiye farkli siddetlerde maruz birakilan siganlarda
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strekli olarak uygulanan adenozin 2A reseptor antagonisti olan MSX-3 uygulamasinin
etkisini inceledik. Tidal volim, Sham gruplarinda akut HVC ve ventilasyonun
hipoksiye aklimitizasyonu (VAH) i¢in akut hipoksi (%10-13) ve kronik siirekli hipoksi
ile artmistir (Sekil 13F). %13 O, seviyesine maruz birakilan osKSH hipoksi grubu
sicanlar ile osKSH grubu DMSO uygulamasi yapilan siganlar arasinda hipoksik
kosullarda tidal voliimde istatistiksel olarak anlamli (p=0,0209) bir artis bulundu (Sekil
13F). %13 O seviyesine maruz birakilan osKSH grubunda DMSO uygulamasi yapilan
sicanlar ile ogKSH grubu MSX-3 uygulamasi yapilan siganlar arasinda hipoksik
kosullarda tidal volimde istatistiksel olarak anlamli (p=0,0047) bir azalma bulundu
(Sekil 13F). %21 O, seviyesine maruz birakilan ogKSH hipoksi grubu siganlar ile
osKSH grubu DMSO uygulamasi yapilan siganlar arasinda normoksik kosullarda tidal
volimde istatistiksel olarak anlamli (p<0.0177) bir artig bulundu (Sekil 13F). %21 O,
seviyesine maruz birakilan osKSH grubu DMSO uygulamasi yapilan siganlar ile osKSH
grubu MSX-3 uygulamasi yapilan siganlar arasinda normoksik kosullarda tidal voliimde
istatistiksel olarak anlamli (p=0,0009) bir azalma bulundu (Sekil 13F). Posthvc
analizinde tidal volum, kronik hipoksi maruziyeti ve MSX-3 uygulamasi ile birlikte
anlamli sekilde azaldi (Sekil 13F).

%13 O, seviyesine maruz birakilan ogSham kontrol grubu siganlar ile ogSham grubu
DMSO uygulamast yapilan sicanlar ve ogSham grubu MSX-3 uygulamast yapilan
siganlar arasinda hipoksik kosullarda frekans, ventilasyon ve tidal voliimde istatistiksel
olarak anlamli bir degisim bulunmadi (Sekil 13 ACE). %21 O, seviyesine maruz
birakilan ogSham kontrol grubu siganlar ve ogSham grubu DMSO uygulamast yapilan
siganlarda normoksik kosullarda frekans, ventilasyon ve tidal volim degerlerinde orta
siddetli sham grubu MSX-3 uygulamasi yapilan siganlara gore istatistiksel olarak
anlamli bir degisim bulunmadi (Sekil 13 ACE). %13 O, seviyesine maruz birakilan
osKSH hipoksi grubu siganlarda hipoksik kosullarda frekans ve ventilasyonda osKSH
grubu DMSO ve 0sKSH grubu MSX-3 uygulamast yapilan gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli bir degisim bulunmadi (Sekil 13 BD). %21 O, seviyesine maruz
birakilan o§KSH kontrol grubu siganlarda ve ogKSH grubu DMSO uygulamasi yapilan
siganlarda normoksik kosullarda frekans ve ventilasyon degerlerinde osKSH grubu
MSX-3 uygulamast yapilan siganlara gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim
bulunmadi (Sekil 13 BD).
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4.2. Siddetli hipoksi gruplarinda yapilan ila¢ uygulamalarmin ventilasyon
parametleri iizerine etKisinin degerlendirilmesi
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Sekil 14. Siddetli Sham ve Siddetli KSH gruplarinda yapilan ila¢ uygulamalan siitun grafikleri

Sham gruplart i¢in kullanilan tim viicut pletizmografisi (TVP) ol¢im protokoliinde
hipoksik ventilatuvar cevap (HVC) ol¢im kismi (a) ile ve hipoksik ventilatuvar cevap
sonrast (postHVC) ol¢iim kismi (b) ile gosterildi. Kronik Siirekli Hipoksi gruplari i¢in
kullanilan TVP 6l¢tim protokoliinde hipoksik ventilatuvar cevap (HVC) 6l¢im kismi (¢)
ile ve hipoksik ventilatuvar cevap sonrast (postHVC) olgim kismi (d) ile gosterildi.
Sekil 11 ve Sekil 12°de TVP olgim protokolleri detayli sekilde anlatildi. Grafiklerde
anlamlilik (*) isareti ile gosterildi. sSham KON: Siddetli Sham kontrol grubu,
sSham DMSO: siddetli Sham DMSO grubu, sSham MSX-3: siddetli Sham MSX-3
uygulamast yapilan grup. sKSH H: siddetli kronik strekli hipoksi hipoksi grubu.
sKSH DMSO: orta siddetli kronik strekli hipoksi DMSO grubu, sKSH MSX-3:
siddetli kronik siirekli hipoksi MSX-3 grubu. Siddetli Sham grubunda ventilasyonda ve
frekansta hem HVC’de hem postHVC’de istatistiksel olarak anlamli artig bulundu
(p<0,005). Siddetli kronik siirekli hipoksi grubunda ventilasyonda HVC’de istatistiksel
olarak anlamlt azalig bulundu (p<0,005).
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Tablo 11. Siddetli Sham grubu ventilasyon bulgulari tablosu

VENTILASYON Ortalama Deger 1 (ml/minekg) Ortalama Deger 2 (mL/minekg) P degeri
10% (HVC)

sSham_KONyvs. sSham_DMSO 297,9+29,23 341,9+54,41 0,1483
sSham_KON vs. gSham_MSX-3 297,9+29,23 367,1+£29.30 0,0065
sSham_DMSO vs. $Sham_MSX-3 341,9+54,41 367,1+29.30 0,7020
21% (postHVC)

sSham_KON vs. sSham_DMSO 221,7+17,51 341,94+57,92 0,0449
sSham_KON vs. gSham_MSX-3 221,7+17,51 367,1+£17,61 0,0062
sSham_DMSO vs. $Sham_MSX-3 277.1+57.92 367,1+17.61 >(0,9999

Tablo 12. Siddetli KSH grubu ventilasyon bulgular tablosu

VENTILASYON Ortalama Deger 1 (ml./minekg) Ortalama Deger 2 (ml./min*kg) P degeri
10% (postHVC)

sKSH_H vs. gKSH_DMSO 247,7£24 91 221+33,72 0,2242
sKSH_H vs. sgKSH _MSX-3 247,7+24 91 245,1+£27,67 >0,9999
sKSH_DMSO vs. gKSH_MSX-3 221+33,72 245,1+£27,67 0,2922
21% (HVC)

sKSH_H vs. sKSH_DMSO 211,6+26,00 157,1+27,89 0,002
sKSH_H vs. gKSH_MSX-3 211,6+26,00 201,8+13,57 >0,9999
sKSH_DMSO vs. sKSH_MSX-3 157,1+27,89 201,8+13,57 0,01

Tablo 13. Siddetli Sham grubu frekans bulgular tablosu

FREKANS Ortalama Deger 1 (BPM) Ortalama Deger 2 (BPM) P degeri
10% (HVC)

sSham KON vs. gSham DMSO 120,8+17,96 125,0£16,19 >0,9999
sSham KON vs. gSham MSX-3 120,8+17,96 141,9+£11,51 0,0480
sSham DMSO vs. gSham MSX-3 125,0+16,19 141,9+11,51 0,1491
21% (postHVC)

sSham KON vs. sSham DMSO 111,7+0,08 145,8+1,52 0,0011
sSham KON vs. gSham MSX-3 111,7+0,08 149,9+£13,37 0,0002

gSham DMSO vs. gSham MSX-3 145,8+1,52 191,9+13,37 >0,9999




59

Tablo 14. Siddetli KSH grubu frekans bulgulari tablosu

FREKANS Ortalama Deger 1 (BPM) Ortalama Deger 2 (BPM) P degeri
10% (postHVC)

sKSH_H vs. sKSH_DMSO 132,7+£19,92 135,6+12,15 >0,9999
sKSH_H vs. sKSH_MSX-3 132,7+13,92 129,8+17,96 >0,9999
sKSH_DMSO vs. sgKSH_MSX-3 135,6+12,15 129,8+17,96 >0,9999
21% (HVC)

sKSH_H vs. sKSH_DMSO 125,3+17,18 115,2+19,51 0,8357
sKSH_H vs. sKSH_MSX-3 125,3+17,18 122,9+12,01 >0,9999
sKSH_DMSO vs. sKSH_MSX-3 115,2+19,51 122,9+12,01 >0,9999

Tablo 15. Siddetli Sham grubu tidal voliim bulgularn tablosu

TIDAL VOLUM Ortalama Deger 1 (mL/kg)  Ortalama Deger 2 (mL/kg) P degeri
10% (HVC)

sSham KON vs. gSham DMSO 2,562+0.42 2,775+0,07 0,5786
gSham KON vs. gSham MSX-3 2,562+0,42 2,649+0,05 >0,9999
gSham DMSO vs. gSham MSX-3 2,775+0,07 2,649+0,05 >0,9999
21% (postHVC)

gSham KON vs. gSham DMSO 2,048+0,19 1,982+0,36 >0,9999
gSham KON vs. gSham MSX-3 2,048+0,19 1,981+0,07 >0,9999
gSham DMSO vs. gSham MSX-3 1,982+0,36 1,981+0,07 >0,9999

Tablo 16. Siddetli KSH grubu tidal voliim bulgularn tablosu

TIDAL VOLUM Ortalama Deger 1 (mL/kg)  Ortalama Deger 2 (mL/kg) P degeri
10% (postHVC)

sKSH_KON vs. sKSH_DMSO 1,899+0,22 1,668+0,31 0,4407
sKSH_KON vs. sKSH_MSX-3 1,899+0,22 1,954+0,36 >0,9999
sKSH_DMSO vs. sgKSH_MSX-3 1,668+0,31 1,954+0,36 0,2021
21% (HVC)

sKSH_H vs. sKSH_DMSO 1,716+0,11 1,418+0,33 0,1911
sKSH_H vs. sKSH_MSX-3 1,716+0,11 1,668+0,18 >0,9999
sKSH_DMSO vs. sKSH_MSX-3 1,418+0,33 1,668+0,18 0,3246

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmigtir. Siddetli Sham ve Siddetli
KSH gruplarinda yapilan ilag uygulamalart siitun grafiklerinde (Sekil 14) istatistiksel
analiz i¢in kullanilan veriler tablolar halinde gosterildi (Tablo 11, 12, 13, 14, 15, 16).

Kirmizi renkte goriilen degerler istatistiksel olarak anlamli bulundu(p<0,005).

%10 O, seviyesine maruz birakilan gSham kontrol grubu siganlar ile $Sham grubu

DMSO uygulamasi yapilan grup arasinda hipoksik kosullarda ventilasyonda istatistiksel
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olarak anlaml1 bir degisim bulunmadi (Sekil 14A). %10 O, seviyesine maruz birakilan
sSham kontrol grubu ile sSham grubu MSX-3 uygulamasi yapilan grup arasinda
hipoksik kosullarda ventilasyonda istatistiksel olarak anlamli (p=0.0065) bir artig
bulundu (Sekil 14A). %10 O, seviyesine maruz birakilan gSham kontrol grubu siganlar
ile $Sham grubu DMSO uygulamast yapilan siganlar arasinda hipoksik kosullarda
frekansta istatistiksel olarak anlaml1 bir degisim bulunmad (Sekil 14C).

%10 O, seviyesine maruz birakilan sSham kontrol grubu siganlar ile sSham grubu
MSX-3 uygulamast yapilan siganlar arasinda hipoksik kosullarda frekansta istatistiksel
olarak anlamli (p=0.0480) bir artis bulundu (sekil 14C). %21 O, seviyesine maruz
birakilan gSham kontrol grubu siganlar ile $Sham grubu MSX-3 uygulamast yapilan
siganlar arasinda normoksik kosullarda ventilasyonda istatistiksel olarak anlamli
(p=0,0062) bir arttg buluundu (Sekil 14A). %21 O, seviyesine maruz birakilan gSham
kontrol grubu siganlar ile sSham grubu DMSO uygulamas: yapilan siganlar arasinda
normoksik kosullarda ventilasyonda istatistiksel olarak anlamli (p=0,0449) bir artig
buluundu (Sekil 14A). %21 O, seviyesine maruz birakilan gSham kontrol grubu
siganlar ile sSham grubu MSX-3 uygulamast yapilan siganlar arasinda normoksik
kosullarda frekansta istatistiksel olarak anlamli (p=0.0002) bir artis bulundu (Sekil
14C). %21 O seviyesine maruz birakilan gSham kontrol grubu siganlar ile s$Sham grubu
DMSO uygulamasi yapilan siganlar arasinda normoksik kosullarda frekansta

istatistiksel olarak anlamli (p=0.0011) bir artig bulundu (Sekil 14C).

%21 O s